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Annona emarginata (SCHLTDL.) H. RAINER ‘araticum-de-terra-fria’ CULTIVADA
COM VARIACAO DE NITROGENIO: PRODUTIVIDADE E PERFIL QUIMICO
DOS VOLATEIS FOLIARES. Botucatu, 2014. 83p. Dissertagdo (Mestrado em
Agronomia/Horticultura) - Faculdade de Ciéncias Agronomicas, Universidade
Estadual Paulista.

Autor: FELIPE GIROTTO CAMPOS
Orientadora: CARMEN SILVIA FERNANDES BOARO

RESUMO

A espécie Annona emarginata (Schltdl.) H. Rainer ‘araticum-de-
terra-fria’ possui grande potencial como porta-enxerto para o hibrido atemoia (4Annona
cherimola Mill. x Annona squamosa L.), conferindo resisténcia contra a broca do
tronco, caracteristica dependente de seus metabolismos primario e secundario. O
nitrogénio ¢ um elemento essencial na sintese de aminoacidos, proteinas, entre elas, a
Ribulose 1,5 — difosfato (Rubisco), acidos nucleicos, clorofila e metabolitos
secundarios, entre outros importantes constituintes celulares. Além dessas fungdes, deve
ser considerada sua relacdo de competi¢cdo com o CO, e sintese de terpenos, por agentes
redutores e esqueletos carbonicos. Deste modo, o presente estudo objetivou avaliar a
influéncia da variacdo do nivel de nitrogénio na solucdo nutritiva, na produtividade e
composicdo de volateis foliares durante o desenvolvimento inicial de mudas de A.
emarginata. Para o estudo da produtividade foram avaliadas as trocas gasosas, a
atividade das enzimas nitrato redutase, catalase, peroxidade, superdéxido dismutase, a
peroxidacdo lipidica, a producdo de massa seca de raiz, caule e folhas, area foliar,
diametro de caule, razdo de area foliar, taxa de assimilagdo liquida, taxa de crescimento
relativo, peso especifico de folhas, distribui¢do de massa seca para os diferentes 6rgdos
do vegetal, razdo de massa foliar e a composi¢cdo de volateis extraidos das folhas. As
plantas cultivadas com niveis intermedidrios de nitrogénio apresentaram maior
eficiéncia de carboxilagdo e taxa de assimilacdo de CO,. A atividade da nitrato redutase
variou com os diferentes niveis de nitrogénio a que as plantas foram submetidas. No
maior nivel de nitrogénio utilizado, as plantas com menor produtividade, demostraram
competi¢do entre a fixacdo de nitrogé€nio, assimilagdo de CO, e sintese de terpenos. A
atividade das enzimas antioxidantes preveniu a peroxidagdo lipidica nas plantas

submetidas aos diferentes niveis de nitrogénio. As trocas gasosas, a atividade da nitrato



redutase e das enzimas antioxidantes nas plantas cultivadas com 78,75 ¢ 118,12 mg L™
de N contribuiram com sua melhor produtividade. A variacdo de nitrogénio para o
cultivo de A. emarginata modifica o perfil quimico de seus volateis foliares e o aumento
do niimero de substancias volateis foliares com a diminui¢do do nivel de nitrogénio

sugere estresse das plantas.

Palavras chaves: Annonaceae; trocas gasosas; nitrato redutase; enzimas antioxidantes;

terpenos.



Annona emarginata (SCHLTDL.) H. RAINER ‘araticum-de-terra-fria> CULTIVATED
WITH VARIATION OF NITROGEN: YELD, CHEMICAL PROFILE OF
VOLATILE LEAF. Botucatu, 2014. 83p. Dissertacdo (Mestrado em
Agronomia/Horticultura) - Faculdade de Ciéncias Agronomicas, Universidade
Estadual Paulista.

Author: FELIPE GIROTTO CAMPOS
Adviser: CARMEN SILVIA FERNANDES BOARO

SUMMARY

The species Annona emarginata (Schltdl.) H. Rainer ‘araticum-de-terra-fria’ has great
potential as a rootstock for this hybrid atemoya (4Annona cherimola Mill. X Annona
squamosa L.) conferring resistance to stem borer. This resistance may be related to
primary and secondary metabolisms. Nitrogen is an essential element on the synthesis
of amino acids, proteins such as Ribulose 1,5 - diphosphate (Rubisco), nucleic acids,
chlorophyll, secondary metabolites, and other important cellular constituents. Besides
these functions, it should be considered competing relation to CO, by reducing agents
and carbon skeleton. Therefore, the present study aimed to evaluate the influence of
variation in the level of nitrogen in the nutrient solution on yield and composition of the
leaf volatile during the early development of seedlings of A. emarginata. To study the
productivity gas exchange were evaluated, the activities of nitrate reductase, catalase,
peroxidase, superoxide dismutase, lipid peroxidation, the dry weight of roots, stems and
leaves, leaf area, stem diameter ratio leaf area, net assimilation rate, relative growth rate,
leaf specific weight, dry weight distribution to different organs of the plant, leaf mass
ratio and the composition of volatiles extracted from the leaves. Plants grown with
intermediate levels of nitrogen had higher carboxylation efficiency and CO,
assimilation rate. Nitrate reductase activity varied with different levels of nitrogen that
the plants were submitted. In the largest amount of nitrogen, plants with lower
productivity, demonstrated competition between nitrogen fixation, CO, assimilation and
synthesis of terpenes. The activity of antioxidant enzymes prevented lipid peroxidation
in plants subjected to different levels of nitrogen. Gas exchange, the activity of nitrate
reductase and antioxidant enzymes in plants grown with 78.75 and 118.12 mg L-1 N

contributed their best productivity. The variation of nitrogen for growing A. emarginata



modifies the chemical profile of the leaf volatile and increasing the number of leaf

volatiles with decreasing nitrogen level suggests plant stress.

Keywords: gas exchange; Annonaceae; nitrate reductase; antioxidant enzymes;

terpenes.



Introducio

A familia Annonaceae apresenta 110 géneros e 2400 espécies
(CHATROU, 1999; CHATROU et al., 2004; CHATROU et al., 2012). Um dos géneros,
Annona, apresenta a espécie Annona emarginata (Schltdl.) H. Rainer ‘araticum-de-
terra-fria’, com destaque por sua importancia comercial, por ser um porta-enxerto para o
hibrido atemoia, a qual apresenta frutos com sabor adocicado pronunciado ¢ aroma
caracteristico, consumidos in natura e como polpa processada (4Annona cherimola Mill.
x Annona squamosa L.) (TOKUNAGA, 2005).

Viérios estudos demonstram que espécies da familia Annonaceae
apresentam grande diversidade de substancias sintetizadas em seu metabolismo
secundario, tais como substancias aromaticas, acidos fenolicos, esteroides, alcaloides ,
acetogeninas e Oleos essenciais, entre outras (LEBOEUF et al., 1982; LIMA, 2012).
Além disso, a familia Annonaceae apresenta interesse para a induastria, com destaque
para os Oleos essenciais extraidos de folhas de Rollinia leptopetala L. (COSTA et
al.,2008), alcaloides (SIMOES et al., 2004) e acetogeninas (GONZALEZ-ESQUINCA,
2005), com atividades biologicas (FAGUNDES et al, 2005; EDRIS et al.,2007; DE LA
CRUZ-CHACON; GONZALEZ-ESQUINCA, 2012).

O nitrogénio ¢ um elemento essencial na sintese de
aminoacidos, proteinas, como a ribulose 1,5 bisfosfato carboxilase/oxigenase (Rubisco),
acidos nucleicos, clorofila, metabolitos secundarios, alcaldides , entre outros
importantes constituintes celulares (LAWLOR et al., 1989; CRUZ, 2001; SOUZA;
FERNANDES, 2006; GHOLAMHOSSEINPOUR et al.,2011; MARSCHNER, 2012).



Plantas submetidas a baixos niveis de nitrogénio nao expressam
todo o seu potencial genético, o que pode levar a mudangas morfoldgicas e fisioldgicas
(CRUZ, 2004). A deficiéncia de nitrogénio pode ocasionar alteragdo na alocagdo do
carbono assimilado, modificando a propor¢do de amido, sacarose ¢ monossacarideos
foliares (CRUZ, 2001). Além disso, a reducao da atividade de carboxilagcdo da Rubisco
¢ causada pela deficiéncia de nitrogénio, uma vez que 30% desse elemento no vegetal
encontra-se nessa enzima. Essa deficiéncia, portanto, poderd influenciar a fase
bioquimica da fotossintese € consequentemente a producao de terpenos devido a sua
relagdo com a disponibilidade de esqueletos carbonicos (CRUZ, 2001).

Plantas de Mentha piperita L. cultivadas com excesso de
nitrogénio apresentaram sinais de necrose das margens e ponta das folhas e murcha e
queda das mesmas (LAWLOR et al., 1989; CRUZ, 2001). Os trabalhos anteriormente
citados demostram que tanto a deficiéncia como o excesso de nitrogénio podem ter
implicagdes no metabolismo vegetal (LEAL, 2001; LAWLOR, 2002; MORALIS, 2009).

Com base no acima exposto, estudamos as relagcdes da variagdo
do nitrogénio com as trocas gasosas, atividade da nitrato redutase, enzimas
antioxidantes e peroxidacao lipidica, que podem influenciar a produtividade das plantas
de Annona emarginata (Schltdl.) H. Rainer ‘araticum-de-terra-fria’ e a composicao do

compostos volateis de suas folhas.



Objetivo Geral

Caracterizar a influencia da variagdo do nivel de nitrogénio no
desenvolvimento inicial de mudas de Annona emarginata (Schltdl.) H. Rainer

‘araticum-de-terra-fria’ € nos compostos volateis foliares.

Objetivos Especificos

Caracterizar as trocas gasosas de plantas jovens de Annona
emarginata (Schltdl.) H. Rainer ‘araticum-de-terra-fria’, submetidas a variagdo dos
niveis de nitrogénio.

Compreender a atividade da nitrato redutase e das enzimas
antioxidantes, assim como a peroxidacao lipidica, extraidas de folhas de plantas jovens
cultivadas com variacao de nitrogénio.

Estudar os indices fisiologicos, area foliar, matéria seca de
folhas, caule, raiz e total e distribuicdo de matéria seca para os diferentes 6rgdos das
plantas jovens de Annona emarginata (Schltdl.) H. Rainer ‘araticum-de-terra-fria’,
submetidas a variagcdo dos niveis de nitrogénio.

Caracterizar a composi¢do dos compostos volateis foliares

extraidos das folhas de plantas submetidas a variagao dos niveis de nitrogénio.



Revisao de literatura

Familia Annonaceae

A familia Annonaceae pertence ao grupo Eudicotiledoneas e ao
clado magnoliidea (SOUZA; LORENZI, 2008; CHATROU et al., 2012). As plantas
apresentam, de modo geral, porte arboreo e folhas alternas, disticas, simples, sem
estipulas, com margem inteira. A inflorescéncia ¢ cimosa, as vezes reduzida a uma
unica flor. As flores sdo usualmente grandes e vistosas, em geral bissexuadas e
diclamideas, com célice trimero ou tetramero, dialissépalo e corola formada por dois
verticilos de trés pétalas. O fruto é apocarpico ou sincarpico (DIAS, 1988; LOBAO et
al.,2005; LORENZI; SOUZA, 2008).

A familia Annonaceae apresenta importincia evolutiva,
ecologica e econOmica, com aproximadamente 110 géneros e 2400 espécies
(CHATROU, 1999; MAAS et al., 2001; CHATROU et al., 2004; CHATROU et al.,
2012). Em numero de espécies Annonaceae ¢ a familia mais importante na ordem
Magnoliales, encontrando-se entre as angiospermas mais primitivas (CHATROU et al.,
2012).

As espécies pertencentes a familia Annonaceae estdo quase
todas limitadas as regides dos tropicos. Cerca de 900 espécies se encontram entre 0s
Neotropicos, 1200 nas éreas tropicais da Asia e Australia e aproximadamente 40
géneros ocorrem nas Américas, 35 deles na América do Sul. A Africa é o continente
que revela o menor nimero de espécies, aproximadamente 450 (CHATROU, 1999;

MOHD KHALID, 2002; PINTO, 2005).



A familia Annonaceae tem como centro de dispersdo a regiao
amazoOnica, as Guianas e o sudeste do Brasil, ocorrendo em florestas de terra firme, nas
véarzeas, nos cerrados e nos campos (MIRALHA, 1995; LOBAO et al.,2005). Na regido
centro-leste do Brasil verificou-se a existéncia de 19 géneros e 153 espécies,
abrangendo o Distrito Federal e os estados de Goias, Bahia, Espirito Santo, Minas
Gerais, Rio de Janeiro, Sdo Paulo ¢ Tocantins (MASS et al.,2001).

O género Annona apresenta-se como um dos mais importantes,
devido principalmente aos seus frutos comestiveis, assim como o género Cananga, que
apresenta espécies com 0leos essenciais de interesse para a industria (CHATROU et al.,
2012).

Os frutos das anonaceas apresentam sabor adocicado
pronunciado ¢ aroma caracteristico, sendo consumido in natura ou como polpa
processada (TOKUNAGA, 2005). Na indutstria ainda podem ter importancia pela
extragdo de metabdlitos secundéarios como os 6leos essenciais extraidos de folhas de
Annona coriaceae (SIQUEIRA et al., 2011) e alcaldides (SIMOES e SCHENKEL,
2004).

Annona emarginata (Schltdl.) H. Rainer ‘araticam-de-terra-fria’

Essa espécie muitas vezes € referida como Rollinia sp. O género
Rollinia foi descrito pela primeira vez pelo pesquisador Saint-Hilaire e publicado em
1824, no periddico “Flora Brasiliae meridionalis”, como resultado de atividades de
coletas no inicio do século XIX, na regido sudeste do territdrio brasileiro. O nome
“Rollinia” se deve a uma homenagem feita pelo classificador ao historiador francés
Charles Rollin (1661-1741).

Estudos recentes em taxonomia utilizando técnicas moleculares
reorganizaram as espécies € géneros da familia Annonaceae. Alguns géneros foram
incluidos em outros (SURVESWARAN et al., 2010; ZHOU et al., 2010; COUVREUR
et al., 2012). Nessa organiza¢do deve-se considerar a proposta de Rainer (2007) em que
o género Rollinia é apresentado como sinonimia do género Annona. No presente estudo
serdo considerados os trabalhos identificados na literatura consultada como Rollinia A.

St.-Hil. e como Annona.
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A espécie araticum-de-terra-fria nativa da América do Sul,
encontrada na Bolivia, Peru, Argentina, Uruguai, Paraguai e Brasil (MAAS et al.,2001;
USDA, 2009). No Brasil essa espécie ¢ encontrada em altitudes de 950 m das regides
sul e sudeste. Em Sao Paulo, a sua ocorréncia natural se verifica nos municipios de
Cunha e Itapeva, localizados sobre a Serra do Mar e em Sao Bento do Sapucai e
Campos de Jordao, situados sobre a Serra da Mantiqueira. Na regido sul do Estado de
Minas Gerais, araticum-de-terra-fria ocorre nos municipios de Sapucai Mirim,
Gongalves, Brasopolis, Ipuiuna, Cambui e Marmelopolis, em areas proximas a corregos.
A espécie também ¢ encontrada em todo o estado do Parana (MAAS et al.,2001), em
Lages, Videira, Joagaba ¢ Ibicaré, em Santa Catarina e no estado do Rio Grande do Sul,
em Vacarias (TOKUNAGA, 2005).

Annona emarginata (Schltdl.) H. Rainer ‘terra-fria’ apresenta
habito arboreo de pequeno a médio porte, podendo alcancar entre 15 e 18m de altura,
embora algumas espécies do mesmo género, como Rollinia amazonica R.E. Fr. e
Rollinia edulis, possam alcancar 35m e 75 cm de didmetro. Possui folhas lisas e
lanceoladas com brilho em sua face adaxial (JOLY, 2002), apresentando, em média, 2,5
cm de largura na parte mediana e 6 cm de comprimento, o que pode variar entre plantas
devido ao seu vigor. As flores sdao em forma de hélice, perfumadas, de coloragdo creme
e apresentam florescimento concentrado no més de outubro. A maturacdo dos frutos
ocorre na 2* quinzena de fevereiro e eles possuem, em média, 4 cm de didmetro, 3 cm
de altura e cerca de 50 g, podendo conter até 43 sementes (TOKUNAGA, 2005).

Espécies do género Rollinia apresentam importancia na
medicina popular e podem ser utilizadas como anticarcinogénicas, no tratamento de
reumatismo, coélicas e problemas do aparelho digestivo. Além disso, também
apresentam ag¢do inseticida e importancia como espécies ornamentais (LEBOEUF et
al.,1982; ALALI et al.,1999; MAIRESSE, 2005; PINTO et al.,2005).

No género Rollinia, apenas nove espécies foram identificadas
quimicamente. O nome Rolinia foi referido pela primeira vez por Hartwell em 1967, em
seu estudo realizado no oeste da India e Indonésia, em que destacou Rollinia mucosa L.
em tratamentos de tumores. No género foi identificado tanino (GIBBS, 1974),
compostos cianogénicos em Rollinia emarginata (Schltdl.) (SEIGLER et al.,1979) e
Oleos essenciais em sementes de Rollinia mucosa (NGIEFU et al.1976). O isolamento

de “acetogenina anondcea” foi reportado pela primeira vez por Dabrah e Sneden (1984),
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descoberta que gerou grande interesse pelo género Rollinia (MAAS et al., 2001), uma
vez que, esta substincia apresenta agdo contra varios carcinomas humanos (ZENG et
al.,1996; ALALI et al.,1999; MAIRESSE, 2005).

A espécie araticum-de-terra-fria foi utilizada como porta-
enxerto de atemoia, pela primeira vez pelo agricultor Pedro Costa em Sao Bento do
Sapucai (SP). Nessa regido, a espécie ¢ conhecida como Rollinia emarginata (Schlitdl.),
sendo o araticum-mirim conhecido como Rollinia sp. Verifica-se, portanto, que a
nomenclatura utilizada na regido de Sdo Bento do Sapucai ¢ contraria a literatura.
Mesmo considerando a confusdo de nomenclatura, deve ser destacado o fato de ter sido
descoberto um excelente porta-enxerto (SCALOPPI JUNIOR, 2007), que quando
utilizado como porta-enxerto para atemoia, outra Annonaceae, forma uma copa mais
vigorosa (KAVATI, 1998; BONAVENTURE, 1999; TOKUNAGA, 2005). Outra
vantagem da utilizagdo do porta-enxerto araticum-de-terra-fria ¢ a sua elevada
resisténcia contra pragas que atacam a cultura de atemoia como broca do caule
(KAVATI; WATANABE, 2010).

A espécie Annona emarginata (Schltdl.) H. Rainer ‘araticum-de-
terra-fria’, portanto, tem importancia econdmica como porta-enxerto para atemoia,

espécie que apresenta o fruto com grande potencial econdmico.

Cultivo Hidroponico

A hidroponia teve origem em experimentos que visavam
determinar os elementos essenciais ao desenvolvimento vegetal (CASTELLANE;
ARAUJO, 1994). E uma técnica na qual se utiliza 4Agua e sais minerais para o
desenvolvimento de plantas em ambientes protegidos. Esse método de cultivo foi
empregado na antiguidade e vem sendo utilizado, principalmente, no cultivo de
hortalicas e flores (PELLINCER et al.,1995).

O sucesso do cultivo hidropdnico esta diretamente relacionado a
solucdo nutritiva, pois ¢ esta que determina o crescimento das plantas e a qualidade do
produto final, mas isso varia de acordo com a espécie e o requerimento nutricional da
planta. A idade das plantas, época do ano e condi¢des climaticas locais, influenciam a

eficiéncia da solucdo nutritiva (FAQUIM, 1996).
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Na solugdo nutritiva fatores como temperatura, com niveis
otimos em 24 + 3°C, pH, entre 5,5 ¢ 6,5 e condutividade elétrica da solucao nutritiva,
entre 1,5 ¢ 4,0 dS m’, devem ser monitorados e controlados periodicamente
(FURLANI et al.,1999). O controle do pH ¢ relevante para a manutengao da integridade
das membranas e para evitar precipitagdo de micronutrientes como ferro, boro e
manganés ou do fosforo (MARTINEZ, 2002). A condutividade elétrica encontra-se
diretamente associada a concentragdo idnica e a absor¢do dos nutrientes pela cultura ao
longo do seu desenvolvimento (MARSCHNER, 2012). No Brasil a hidroponia ¢
utilizada como meio de produgdo vegetal e como essa técnica busca atender os
mercados mais exigentes pela qualidade dos produtos, a hidroponia se mostra
promissora (FURLANI et al.,1999). Os autores ainda referem que vérias solugdes
nutritivas vém sendo propostas ¢ as mesmas apresentam diferengas marcantes na
concentra¢cdo dos macronutrientes. Entre elas, a mais utilizada para fins de investigacao
do estado nutricional das plantas ¢ a de Hoagland e Arnon (1950).

O cultivo hidropdnico apresenta vantagens para o cultivo de
plantas condimentares ¢ medicinais em relagdo ao cultivo convencional, reduzindo o
extrativismo, melhorando a qualidade do produto, aumentando a produtividade por area,
com isen¢do ou reducdo do uso de agrotoxicos, utilizando baixos volumes de agua e
reduzindo a quantidade de fertilizantes, podendo-se obter rapido retorno (JESUS
FILHO, 2000).

As plantas medicinais, aromaticas e condimentares cultivadas
em hidroponia podem atender um mercado mais abrangente, como farmacias de
manipulacdo, comércio de condimentos, feiras livres e venda de mudas. Outra
possibilidade de comércio sdo os 6leos essenciais (JESUS FILHO, 2000).

Annona emarginata (Schltdl.) H. Rainer ‘araticum-de-terra-fria’
foi cultivada por Baron et al., (2013) em solu¢do de Hoagland e Arnon (1950), diluidas
a 50% e 75% de sua forga i0nica, solugdes em que as plantas jovens de araticum-de-
terra-fria se desenvolveram melhor, o que foi explicado pelo autor com base na

rusticidade da espécie.
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Metabolismo do Nitrogénio

A absor¢cdo do nitrogénio ¢ mediada por dois tipos de
carregadores. Os carregadores de baixa afinidade (Low Affinity Transport System —
LATS) que sdo proteinas constitutivas, que operam quando a concentragao externa de N
¢ elevada. Os carregadores de alta afinidade (High Affinity Transport System — HATS)
podem ser constitutivos e atuam em condi¢des de baixas concentragdes externas de N
(Constitutive High Affinity Transport System - CHATS) ou induzidos pela exposi¢ao
ao N (Inducible High Affinity Transport System - IHATS) (ASLAM et al., 1992; LEA,
1993; VON WIREN et al., 1997).

O nitrogénio ¢ um elemento essencial na sintese de
aminoacidos, acidos nucleicos, entre outros importantes constituintes celulares
(SOUZA; FERNANDES, 2006), além de varios metabolitos secundarios
(MARSCHNER, 2012). Para que a planta consiga suprir sua demanda de nitrogénio ela
conta com a absor¢do de nitrogénio em duas formas, NO; ¢ NHy ’ que demandam
quantidades diferentes de energia para sua assimilacdo uma vez que, o nitrato entra em
uma forma muito oxidada, necessitando ser reduzido até amoénio para ser incorporado,
processo que demanda muita energia, indicada pela maior taxa de liberacdo de CO,
respiratorio, diferente do ion amoénio, que ¢ absorvido na forma pronta para ser
incorporado, demandando menos energia, assim liberando menos CO, (WEGER;
TURPIN, 1989).

Nitrato em concentragdes externas inferiores a 100-200 uM ¢
transportado pela membrana via carregadores de alta afinidade (HATS), com Km (¢ a
quantidade de substrato necessaria para o transportador exercer metade da sua
velocidade maxima) entre 7 e 100 uM. Acima dessas concentracdes, a absorcdo de
nitrato ocorre pelos carregadores de baixa afinidade (LATS), com Km maior que 0,5
mM (VON WIREN et al., 1997). Ja a absor¢do de amonio ¢ mediada pelo HATS
quando a concentragdo externa do ion ¢ menor que ImM, enquanto que o LATS ¢
responsavel pela absorcdo de amoénio em concentragdes externas superiores a ImM.
(VON WIREN et al., 1997).

Um quarto da energia gerada pela fotossintese, na forma de ATP
e NADPH+H" e ¢é utilizada para assimilar compostos inorginicos no processo

denominado fotoassimilagdo, ¢ utilizada na assimilagdo do nitrogénio (LEMOS et al.,
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2008). Portanto, a assimilagcdo do nitrato € um processo que envolve uma série de
reacdes bioquimicas, que consomem elevada quantidade de energia (12 ATP para cada
N inorganico incorporado em formas organicas) (MARENCO; LOPES, 2005). Uma
delas ¢ a redugdo do nitrato a nitrito, pela reacdo que ocorre no citoplasma. O nitrito
gerado ¢ rapidamente transportado para o cloroplasto, onde reagdes catalisadas pelas
enzimas nitrito redutase (NIR) e glutamato sintase (GOGAT) irdo transforma-lo em
amonio e incorpora-lo em cadeias carbdnicas, em reacdes que necessitam de agentes
redutores fornecidos pela cadeia transportadora de elétrons na fase fotoquimica nao
ciclica da fotossintese (MASCLAUX-DAUBRESSE et al., 2007; HAWKESFORD et
al., 2012).

As plantas utilizam a luz para fixar o CO, em carboidratos em
suas folhas. Elas utilizam o mesmo sistema para incorporar nitrato, enxofre e fosforo
absorvidos pelas raizes, que sao convertidos em aminoacidos e nucleotideos, na
presenga de luz em tecidos fotossintéticos (STITT et al., 2010). Um dos fatores
limitantes a redu¢do do nitrato nas raizes ¢ o elevado requerimento de carboidrato,
associado ao processo de reducdo (MARENCO; LOPES 2005).

Ambiente com alta luminosidade causa fotoinibicdo ou
fotoxidacao do fotossistema, desse modo a reducdo do nitrato pode funcionar como um
dreno alternativo de elétrons, usando o excesso de energia para a redugdo do nitrato
presente nas folhas (BLOOM et al., 2010).

Atmosfera com elevada concentragdo de CO, pode reduzir a
assimilagdo de nitrato, uma vez que, os redutores produzidos pela fotossintese sdo
necessarios para assimilagdo de carbono e nitrogénio (BLOOM et al., 2010).

A enzima nitrato redutase (EC 1.6.6.1) é a primeira enzima na
cadeia de assimila¢do do N nas plantas (PURCINO et al.,1994). Nas plantas superiores,
a nitrato redutase ¢ uma flavoproteina formada por duas subunidades idénticas, com trés
grupos prostéticos: a flavina adenina dinocleotideo (FAD), o grupo heme e um
complexo constituido entre o0 molibdénio e uma molécula organica denominada pterina
(complexo-Mo) (Figura 1). Essa constitui¢ao ¢ responsavel por sua denominagdo de
molibdopterina (CAMPBELL, 1999). O NADH liga-se ao FAD de cada subunidade e
inicia a transferéncia de dois elétrons a partir do grupo carboxila terminal (C) até o
grupo amino terminal (N). Os elétrons atravessam o grupo heme e chegam ao complexo

molibdénio, onde ocorre a reducdo do nitrato a nitrito (TAIZ, ZEIGER, 2013). A
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assimilagdo do amoénio ¢ competidora tanto da fase fotoquimica quanto da bioquimica
da fotossintese uma vez que, demanda ATP e elétrons provenientes da ferrodoxina, em
tecidos fotossintéticos. Nos tecidos ndo fotossintéticos o doador de elétrons é o
NADH+H" ou também pode funcionar como auxiliar do NADPH+H" nos tecidos
fotossinteticos (SHEN et al.,1975; AHMAD; ABDIN, 1999;). Na fase bioquimica a
competicdo ocorre por cadeia carbonica (2-oxoglutarato) onde o amoénio € incorporado,
afetando a atividade da RubP (Ribulose 1,5 bifosfato), que também utiliza a mesma
cadeia, o que ocasiona diminui¢do na velocidade de formacao de carboidratos (NUNES-
NESI et al., 2010; BLOOM et al., 2010; BOWSHER et al., 2007).

Elevada concentragdao de nitrato ocasiona aumento da atividade
da nitrato redutase e da concentragdo de nitrito, cujo acumulo na célula se deve ao fato
da nitrito redutase nao apresentar a mesma eficiéncia da nitrato redutase. Nessa
condicdo, a nitrato redutase exerce outra fungdo, ou seja, converte o nitrito a oxido
nitrico, que em elevadas concentragdes leva a fechamento estomatico (NEILL et al.,

2008)
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Figura 1: Esquema do mecanismo de redu¢do do nitrato a amonio (HAWKESFORD et
al., 2012)

A atividade da nitrato redutase ¢ regulada pela fosforilagao e
por uma proteina especifica conhecida como 14-3-3. A completa inativagdo ocorre

quando a forma fosforilada ¢ associada a proteina 14-3-3. A ativa¢do da nitrato redutase
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ocorre na dissociacdo dessa proteina 14-3-3 e, a seguir, sua desfosforilagao
(BUCHANAN et al., 2000).

No escuro ou em condi¢oes de baixo nivel de CO,, a nitrato
redutase ¢ fosforilada por proteinas quinases, em um residuo de serina localizado entre
as subunidades prostéticas complexo-Mo e FAD, sendo a nitrato redutase fosforilada
ainda ativa. No entanto, a seguir ocorre a ligagdo da proteina 14-3-3, na regido
fosforilada, tornando-a inativa. O complexo formado pela nitrato redutase fosforilada e
a proteina 14-3-3 ¢ mais rapidamente degradado do que a nitrato redutase livre. Quando
o complexo nitrato redutase e proteina 14-3-3 ¢ desfeito, uma fosfatase remove o
fosfato, ativando a enzima. Este mecanismo reversivel permite o rapido controle da
atividade da nitrato redutase, sendo 1til, em especial, em ambientes onde as condigdes
nao favorecem a assimilagdo de nitrato, como por exemplo, em condi¢des de limitagao
luminosa ou baixa disponibilidade de CO, (SOUZA, et al., 2002)

A nitrato redutase, em condigdes normais de ativagdo e na
presenga de luz, aprespgenta 70% a 90% de ativacdo, reduzida para 10% a 30% no
escuro. A luz ndo ¢ um sinal direto para sua atividade, pois mesmo sob intensa e
continua luminosidade, a nitrato redutase € inativa na auséncia de didoxido de carbono,
indicando que a fotossintese € requerida para sua ativagdao (KAISER; HUBER, 2001).

Em condig¢des de niveis inadequados de nitrogénio, ndo ocorre
total expressdo do potencial genético, ocorrendo alteragdes morfologicas e fisiologicas,
que afetam, negativamente, o crescimento das plantas. A deficiéncia de nitrogénio, além
de reduzir o crescimento, pode afetar a particao de assimilados entre as diferentes partes
da planta, ocasionando, geralmente, aumento na relagdo entre a massa seca das raizes e
a massa seca da parte aérea (CRUZ, 2004).

O transportador de nitrato, NRTI1.1, também facilita a
distribuicao da auxina pela planta. No entanto, na presenga de elevadas concentragdes
de NOs  em Arabidopsis thaliana, a fragdo da auxina dependente do transportador
NRTI.1 ¢ inibida, ndo ocorrendo seu fluxo para a epiderme, ocasionando seu acimulo
na regido de formacdo de raiz lateral (KROUK et al.,2010; BEECKMAN; FRIML,
2010).

A citocinina, hormoénio regulador de respostas morfoldgicas,
ramificacdo de parte aérea, sintese de proteina e aquisicdo de macronutrientes, em sua

maior parte sintetizada nos apices das raizes ¢ exportada pelo xilema, acumulando-se
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nos locais de maior transpiragdo (NUNES-NESI et al.,2010; GUTIERREZ et al.,2013).
Em Arabidopsis thaliana a expressao dos genes da via de sintese de citocinina, At/PT3
e AtIPTS, ¢ modulada pela disponibilidade de nitrogénio e o At/PT3 principalmente por
NO;™ (TAKEI et al 2004).

As plantas cultivadas com menor disponibilidade de NOj
também apresentam menores concentragcdes de clorofila total e de fosforo inorganico
(Pi), com redugdes de 45% e de 62%, respectivamente. Diversos trabalhos tém
identificado uma relacdo positiva entre a concentragdo foliar de nitrogénio ¢ a taxa
fotossintética liquida, visto que esse elemento ¢ parte integrante dos principais
componentes do sistema fotossintético, tais como, clorofila e ribulose 1,5 bisfosfato
carboxilase / oxigenase (Rubisco). Além disso, com deficiéncia de nitrogénio, a
atividade carboxilativa da Rubisco ¢ seriamente reduzida (CRUZ, 2001).

Portanto, a capacidade fotossintética e a producao de biomassa
estdo relacionadas com o teor de nitrogénio da planta. A particdo de fotoassimilados
entre 0 metabolismo do carbono e a assimilacdo do nitrogénio é um processo bem
regulado. Elevados niveis de amoénio induzem a degradacdo de carboidratos, para a
producdo de esqueletos carbonados para formar aminoacidos (LAWLOR, 2002).

Nos tecidos vegetais, a concentracdo de nitrogénio ¢ um fator
importante na regulacdo do fluxo de carbono em dire¢do a sintese mais intensa de
proteinas (alto teor de N) ou de carboidratos (baixo teor de N) (LAWLOR, 2002).
Observa-se que, com deficiéncia de nitrogénio, ocorre redugdo de crescimento e
alteracdo na particdo de matéria seca. Essa deficiéncia reduz a concentragdo dos
agucares soluveis totais e agucares nao-redutores e aumenta a concentragao de amido
foliar (LEMOS et al., 2008).

A Rubisco presente em folha de trigo corresponde a 30% do N e
50% das proteinas soluveis (LAWLOR et al., 1989). Em contrate, o teor de proteina
Rubisco e o conteudo de proteinas soluvel por unidade de cloroplasto foi maior na
presenca de elevada concentracdo de nitrogénio. Baixa concentragdo de nitrogénio
interfere com a captacdo e a assimilacdo de CO;, que foi menor do que o transporte de
elétrons (LAWLOR et al., 1989).

Baixas concentragdes de nitrogénio promovem decréscimo na

fotossintese e, consequentemente, no crescimento, além de diminuir a concentracdo de
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aminoacidos foliares, devido a baixa sintese de proteinas. Essa condi¢dao ainda resulta
em acumulo de carboidratos nas folhas, levando a baixa relacio C/N (LAWLOR, 2002).

Estudos da distribuicdo do N nas folhas do dossel fotossintético
para melhorar a eficiéncia do uso da luz, sugere distribui¢do ideal para maximizar a
fotossintese do dossel, aumentando a taxa fotossintética (SHIRATSUCHI et al., 2006).

Os carboidratos, aminoacidos e nucleotideos, resultantes da
fotossintese e da assimilacdo do nitrogénio, sdo transportados para o crescimento dos
tecidos onde sdo convertidos em macromoléculas como proteinas, acidos nucleicos,
pigmentos ¢ lipidios, além de metabolitos secundarios, como fenilpropandides,
flavonoides, terpenos, glicosilatos e alcaldides , importantes para as fungdes celulares e
de adaptacdo contra estresses bidticos e abidticos (STITT et al., 2010).

Segundo Martins et al.,(1995), entre os fatores que interferem
com os principios ativos, a nutri¢do requer atengdo, pois o excesso ou a deficiéncia de
nutrientes pode estar diretamente correlacionada com variagdo de produgdo de
substancias ativas. Acréscimo de nitrogénio levou a maior produgdo de 6leo essencial
na Menta piperita e Ocimum basilicum. No entanto, observou-se redu¢do de mentol e
linalol nesses 6leos. Aumento de fosforo resultou em maior teor de mentol em Menta
piperita ¢ linalol e estragol em Ocimum basilicum (MORALIS, 2009).

Excesso de nitrogénio na solucdo nutritiva ao longo do ciclo
revelou diminuicdo dos teores de mentol e 1-8 cineol e aumento dos teores de pulegona
e de acetato de mentila, quando as colheitas de M. piperita foram realizadas aos 70, 80 e

90 dias apds o transplante das mudas para a solucao nutritiva (LEAL, 2001).

Trocas Gasosas Foliares

Troca gasosa ¢ um processo fisioldgico bem elucidado no reino
vegetal além de essencial para a sobrevivéncia das plantas (TAIZ; ZEIGER, 2013).
Intimamente ligado com a fotossintese ¢ o processo basico para acumulo de cerca de
95% de matéria seca (ALFONSI, 2003; EPSTEIN; BLOOM, 2006; MARSCHNER,
2012).

O padrao de trocas gasosas no decorrer do dia e do ano depende
das condi¢des internas e externas da planta, estando relacionado com o clima. Sempre

que um fator se apresenta em nivel minimo pode se tornar limitante para a absor¢ao do
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CO;, por certo tempo. Na natureza, raras vezes os fatores externos favorecerem a
ocorréncia de picos de fotossintese (LARCHER, 2006). Conforme anteriormente
referido, a taxa fotossintética ¢ influenciada pela concentragdo de nitrogénio da planta
(LAWLOR, 2002).

O acesso do CO; no aparelho fotossintético se deve a abertura
estomatica, sendo a sua variagdo dependente da condutincia estomatica (g;), que afeta a
transpiragdo e a assimilagdo de CO; (4,.)) (RASCHKE, 1979; HABERMANN, 2004).
Segundo Larcher, (2006), apesar dos estomatos reagirem a varios fatores, o movimento
estomatico obedece principalmente ao controle dos circuitos do CO, e da H,O. Quando
a pressao parcial de CO, nos espagos intercelulares diminui devido ao consumo de CO,
pelo processo de fotossintese, os estomatos se abrem. Outros fatores afetam o
movimento estomatico, tais como as variacoes da concentracdo do acido abscisico
(FARQUHAR; SHARKEY, 1982), da temperatura (BERRY; BJORKMAN 1980,
GUTSCHICK 1997) e da nutrigdo mineral (EPSTEIN; BLOOM 2006; MARSCHNER
2012). Estao bem documentadas as relagdes fotossintéticas com os elementos minerais
(MALAVOLTA, 1980; GUTSCHICK, 1997; MENGEL; KIRKBY, 2001; EPSTEIN;
BLOOM, 2006; MARSCHNER, 2012).

As espécies de Anonaceas, fruta-do-conde (Annona squamosa
L.) e cherimoia (4Annona cherimola Mill.), estudadas em regimes alternados de
temperatura dia/noite (30°/25°C) apresentaram comportamentos distintos. A fruta-do-
conde apresentou maior desenvolvimento quando comparada com a cherimoia, que
revelou menor assimilacdo de carbono, devido a diminui¢cdo do contetido de clorofila
foliar, fechamento estomatico, aumento da respiragdo e limitagdo da carboxilagdo
(HIGUCHI et al.,1999).

A elevada taxa de sobrevivéncia e de crescimento de plantulas
de Annona glaba se deveu a sua habilidade em manter elevada condutancia estomatica e
taxa fotossintética liquida em condigdes de alagamento (MIELKE et al.,2005).

Annona squamosa L. manteve a taxa fotossintética inalterada,
mesmo em condi¢des de irradiagdo variando entre 250 e 350 pmol. m? §
' (UTSUMAMIA; HIGUCHI, 1995). Segundo Marler, (1996) para A. squamosa o ponto

de saturacdo luminoso é de 700 pmol. m™ 5™
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Os minerais apresentam importancia no processo fotossintético e
respiratorio, devido as suas fung¢des de constituinte de enzimas e pigmentos, ou ainda
ativador direto do processo fotossintético (LARCHER, 2006).

Estudos realizados com A. emarginata cultivada em solugao
nutritiva com forca idnica de 50% da solucdo completa de Hoagland e Arnon
demonstraram que a taxa de assimilacdo de CO; (A,e) € a eficiéncia de carboxilagdo
(Anet/C;) foi elevada indicando melhor aproveitamento dos elementos minerais
fornecidos o que revelou um aumento na taxa fotossintética das folhas adultas (BARON
et al., 2013). O autor também observou elevados valores de eficiéncia do uso da agua
(EUA), que segundo Klar (1984) indicam elevadas taxas de absor¢do de CO, e
provavelmente, grande consumo de adgua, porem o que foi verificado nesse estudo, foi
redugdo da transpiracdo e elevada taxa de assimilacdo de CO,, mediada pela atividade
da Rubisco, o que resultou em maior eficiéncia do uso da 4gua (BARON et al., 2013).

Para estudar o potencial fotossintético determina-se a curva
Aned Ci, calculando-se a velocidade maxima de carboxilacdo da Rubisco (Vemax), a taxa
de transporte fotossintético de elétrons (J), a limitagdao do uso da triose fosfato (7PU), a
taxa de respiragcdo durante o dia (Rd) e a condutincia do mesofilo (gm) (SHARKEY et
al., 2007).

A Venax € a taxa maxima de carboxilagdo da Ribulose 1,5-
bifosfato, que apresenta relagdo com a concentra¢do de N como demostrado no estudo
de Pettersson e Macdonald, (1994), que apresentou melhor atividade em ambientes com
elevado nivel de nitrogénio.

A taxa de transporte de elétrons (J) ¢ utilizada para estimar a
taxa maxima do transporte de elétrons em luz saturante e se baseia no nimero de
elétrons requeridos para redugio do NADP a NADPH + H', utilizado pela triose fosfato
na regeneracao da Rubisco (SHARKEY et al., 2007).

O terceiro estadio chamado limitacdo do uso da triose fosfato
ocorre quando as reagdes do cloroplasto tem maior capacidade do que a capacidade da
folha de usar os produtos dos cloroplastos, primariamente, mas ndo exclusivamente
triose fosfato. Nesta condi¢@o a fotossintese ndo responde ao incremento de CO,, ndo ¢
inibida pelo aumento na concentracdao de O,. Essa limitacdo pode frequentemente

estabelecer a assimilagdo maxima (4,,,c). Como 4,,,, € frequentemente estabelecido pela
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TPU, fornece informacdo sobre um processo que raramente determina A,. sob
condi¢des naturais. 4,,,, ndo pode ser estimado (HARKEY et al.,2007).

Quando a fotossintese ¢ limitada pela TPU ha acumulo de
carbono na camara subestomatica (C;) (HARLEY; SHARKEY 1991, SHARKEY et
al.,2007; LIANHONG et al.,2010).

A Rd ¢ a liberagdo de CO; respiratério sendo excluido o CO;,
proveniente da fotorrespiragdo, ou seja, principalmente respiragdo mitocondrial
(SHARKEY et al.,2007).

A condutancia do mesofilo (g,) ¢ o inverso da resisténcia a
difusdo biofisica do CO,, que se difunde dos espagos intercelulares para os sitios de
carboxilagdo. Valores baixos de g, ocasionam menor inclinagdo na curva A4,./C;

(SHARKEY et al.,2007).

Enzimas Antioxidantes

Os dois principais processos envolvidos na formacgdo de
espécies reativas de oxigénio durante a fotossintese estdo diretamente envolvidos com a
fotorredugcdo do O, ao radical superoxido por redu¢do dos componentes da cadeia
transportadora de elétrons associado com o fotossistema I € com as reacdes ligadas ao
ciclo da fotorrespiragdo, incluindo a Rubisco no cloroplasto e glicolato-oxidase e a
catalase e peroxidase nos peroxissomos (APEL; HIRT, 2004).

A formacdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) ¢ a
primeira resposta bioquimica das células eucaridticas submetidas a estresses bioticos e
abidticos e a sua producdo em plantas € conhecida como estresse oxidativo (ANJUM et
al., 2011), sendo responsdveis em causar danos na membrana plasmatica,
macromoléculas como DNA e proteinas. Monitoramento do dano ocasionado pelas
EROs pode ser realizado pela avaliacao da peroxidagao lipidica, uma vez que, os acidos
graxos presentes nos lipidios sdo o principal alvo dessas espécies reativas (APEL;
HIRT, 2004). Nesse sentido, quando houve acumulo de cromo em plantas de Ocimum
tenuiflorum L. cultivada na sua presenca, observou-se producdo de malonaldeido,
substancia citotoxica proveniente da peroxidagao lipidica, gerado devido ao excesso de

radicais livres (RAI et al., 2004).
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A eliminacdao de O, e H,O, em células vegetais, provenientes
das reacdes envolvidas na fotossintese e respiragdo, requer a acao conjunta de enzimas
antioxidantes. O superdxido (O;) pode ser dismutado em H,O, pela superdxido
dismutase (SOD) no cloroplasto, mitocondria, citoplasma e peroxissomo. A peroxidase
(POD) ¢ a catalase (CAT) desempenham papel fundamental na eliminagao do peroxido
de hidrogénio. A catalase ¢ a enzima principal para eliminagdo de H,O, na mitocondria
(SHIGEOKA et al., 2002).

Catharanthus roseus cultivado com diferentes fontes de
nitrogénio mostrou alteracdo na atividade das enzimas antioxidantes. Quando amodnio
foi utilizado, observou-se maior atividade da catalase (CAT), glutamina redutase (GR) ¢
glutamina-S-transferase (GST) nas regides apicais, medianas e basais das folhas e nas
raizes. Maior atividade da peroxidase (POD) e superdxido dismutase (SOD) foi

observada nas plantas cultivadas com nitrato (MISRA; GUPTA, 2005).

Analise de crescimento

A ferramenta andlise de crescimento ¢ o meio mais acessivel e
bastante preciso para avaliar o crescimento do vegetal através da contribuicdo
fotossintética no acréscimo de massa (CAUSTON; VENUS, 1981; MAGALHAES,
1986). Essa analise pode ser utilizada para detectar diferencas no crescimento
acarretadas por fatores genéticos, tratamento submetido ou o ambiente onde foram
cultivadas (BENINCASA, 2003).

O crescimento das plantas superiores depende da conversdao da
energia luminosa em energia quimica e assimilagdo de carbono. Para estimar a
produtividade, resultante dessa assimilacdo, as estimativas dos indices fisiologicos,
razdo de area foliar (RAF) e indice de area foliar (IAF), que representam os
componentes morfologicos da taxa de crescimento relativo (TCR), a taxa de
assimilagdo liquida (TAL), peso especifico de folha (PEF), razdo de massa foliar (RMF)
podem auxiliar os estudos de crescimento das espécies e distribui¢do de massa seca pela
planta (LAMBERS, 1987).

A taxa de assimilacdo liquida (TAL) ¢ resultado da interacao
entre fatores ambientais, luz, CO,, temperatura, agua, disponibilidade nutricional, idade

da folha, entre outros e as diferencas especificas de cada espécie, de acordo com o seu
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genotipo (LAMBERS et al., 2008). A TAL reflete a eficiéncia do sistema assimilador
que estd envolvido na produgdo de matéria seca (RADFORD, 1967).

Mudas de araticum-de-terra-fria cultivadas em solucdo com
diferentes forcas i0nicas apresentaram melhores TCR e TAL, quando mantidas em 50 e
75% de forca i06nica. As plantas cultivadas em 25% de forga i6nica, com as menores
concentragdes de minerais, apresentaram piores resultados, enquanto resultados
intermedidrios foram observados nas plantas cultivadas em 100% da forca idnica.
(BARON et al.,2013).

A razdo de area foliar (RAF) € o indice fisiologico que expressa
a area foliar 1til para a fotossintese, sendo um componente morfofisioldgico da analise
de crescimento (SILVA, 2000). Esta razdo utilizada para avaliar efeitos genotipicos e
climaticos, com tendéncia a queda na medida em que a planta cresce, pois a area foliar
util diminui com o passar do tempo (RODRIGUES, 1982).

A area foliar especifica reflete o inverso da espessura da folha
(BENINCASA, 2003) e no inicio do desenvolvimento os valores da AFE podem ser
maiores, revelando folhas pouco espessas, com pouca massa seca ¢ area foliar, assim
com o desenvolvimento da cultura aumenta a area foliar e a massa seca das folhas,
tendendo a queda dessa varidvel. Pinzon-Torres e Schiavinato (2008) afirmam que
alguns autores apontam a AFE como o indice que melhor explicaria as diferencas na
TCR, entre espécies vegetais.

A taxa de crescimento relativo (TCR) reflete o aumento da
massa seca, de uma planta ou de qualquer 6rgdo desta, num intervalo de tempo em
func¢do do seu tamanho inicial (BENINCASA, 2003). Ela ¢ considerada um dos indices
mais sensiveis para medir a capacidade competitiva do vegetal, apresentando relacdo
positiva com a taxa de sobrevivéncia. Valores elevados de TCR indicam maior
habilidade competitiva e a espécie pode crescer de forma eficiente em ambientes com
recursos limitados (CAl et al.,2007; GUAN et al., 2008).

Os indices fisiologicos acima referidos podem apresentar
influéncia da variabilidade genética que as espécies silvestres apresentam (LARSCHER,
2006), das condigdes climaticas (ALVAREZ et al., 2005) ¢ dos niveis nutricionais
empregados (XAVIER, 1976; BARON et al.,2013)
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Metabolitos secundarios em Annonaceae

As anoniceas sao empregadas na etnofarmacologia devido as
suas diferentes propriedades farmacolodgicas, atribuidas principalmente as acetogeninas
e alcaldides, dois dos principais constituintes bioativos encontrados em anonaceas
(FAGUNDES et al., 2005; BERMEJO et al., 2005).

Revisdo sobre fitoquimica da familia Annonaceae registra a
predominancia de alcaldides aporfinicos e oxoaporfinicos dentre os metabolitos
secundarios isolados de diferentes espécies. Além dos alcaldides também sao
encontrados polifendis, 6leos essenciais, terpenos e substancias aromaticas (LEBOEUF
et al.,1982).

Os alcaldides encontrados na familia Annonaceae sdo
quinolinicos, isoquinolinicos (MISHRA et al., 2009) e oxoaporfinico liriodenina, mais
encontrado na familia Annonaceae (SANTOS et al.,2003), ao contrario dos alcaldides
B-carbolinicos, menos encontrados (WANG et al., 2002).

Entre os compostos fenodlicos, os flavonoides sao verificados em
maiores concentragdes na familia (SIMOES et al.,2004), entre os quais, O-glicosideos
de apigenina, kaempferol, quercetina, e luteolina (SANTOS; SALATINO, 2000). Os
flavonéides sdo substancias redutoras (SIMOES et al.,2004) derivadas das chalconas.
Ocorrem em uma variedade de formas estruturais, contendo 15 atomos de carbono em
seu nucleo basico (HARBONE, 1984). Estao presentes em todas as partes das plantas,
desde raizes até as flores e os frutos. Ocorrem em forma livre (aglicona) ou ligada a
acgucares (glicosideos). Os mais observados nas Annonas sdo os flavonois e seus
derivados glicosilados, estando presentes tanto os O-glicosideos como os C-glicosideos
(SANTOS e SALATINO, 2000).

Os esteroides de maior ocorréncia sdo [-sitosterol e o
estigmasterol (LEBOEUF et al., 1982).

A rota do &cido mevalonico, principal via de formacao dos
sesquiterpenos, demanda 2NADPH+H" (BACH et al., 1995). Deve ser ressaltado que
essa rota também atua na dissipagdo do excesso de energia fotossintética em ambientes
com elevada luminosidade.

Os terpenos sdo formados da combinagdao de varias unidades

bases, constituidas por cincos carbonos, denominadas de isopreno. A biossintese dos
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terpenos depende da sintese de isopentenil fosfato (IPP). Os terpenos podem apresentar
diferentes estruturas e func¢des sendo divididos em classes, hemiterpenos (5 C),
monoterpenos (10 C), sesquiterpenos (15 C), diterpenos (20 C), triterpenos (30 C) e
tetraterpenos (40 C) (DEWICK, 2002; BAKKALI et al., 2008). A formacao do
isopreno, unidade base dos terpenos, que sdo grupos de substancias presentes no 6leo
essencial, necessita o equivalente a trés moléculas de ATP e em uma das etapas de
formagio do agente redutor, NAD(P)H", fonte doadora de elétrons para a redugio do
fosfato metileritritol até o isopreno, principal rota de formag¢do dos monoterpenos
(ZHAO et al., 2013; SELMAR; KLEINWACHTER, 2013).

Muitas anondceas sdo perfumadas, devido a presencga de oOleos
essenciais. Os constituintes destes 6leos sdo geralmente monoterpenos e sesquiterpenos
ou compostos aromaticos. A presenca de biciclogermacreno, (E)-cariofileno, v-
muuroleno, a-humuleno, espatulenol e B-elemeno tem sido registrada em espécies da
familia Annonaceac (LEBOEUF et al., 1982). Em Rollinia leptopetala foram
identificados 22 constituintes no 6leo, mistura complexa de monoterpenos (54,5%) e
sesquiterpenos (45,5%). O principal componente encontrado nas folhas foi o
biciclogermacreno (22,47%) (COSTA et al., 2008). Duguetia furfuracea apresentou
elevada porcentagem de monoterpenos, sendo B-felandreno, mirceno, a-felandreno,
terpin-4-ol, sabineno, p-cimeno; sabineno, terpin-4-ol, p-cimeno majoritarios e alguns
sesquiterpenos, sendo majoritario o biciclogermacreno (VALTER et al., 2008). Na
Annona squamosa a composi¢do foi de hidrocarbonetos monoterpenos (2,5%),
hidrocarbonetos sesquiterpenos (76,0%) e sesquiterpenos oxigenados (7,1%). PB-
cariofileno (23,0%), germacreno D (21,3%), biciclogermacreno (8,5%) e B-elemeno
(7,8%) foram os constituintes principais desse 6leo (GARG; GUPTA, 2005). Chavan et
al., (2006) avaliaram o 6leo essencial da casca de Annona squamosa e demonstraram
sua atividade contra bactérias gram positivas, que foi relacionada com a elevada
porcentagem de 6xido de cariofileno (29,38%), atividade ja descrita na literatura para
esse componente. Oleo essencial extraido de folhas, cascas e hastes de Annona
squamosa L. revelou a presenga dos componentes majoritarios o-pineno, limoneno, -
cubebeno, B-cariofileno, espatulenol, 6xido de cariofileno e a-cadinol (THANG, 2012).
Estudo do perfil quimico do 6leo essencial das folhas de A. emarginata revelou a

presenga de (E)-cariofileno-29.29%, (Z)-cariofileno-16.86%, y-muuroleno-7.54%,

a-pineno-13.86%, e tricicleno-10.04% como substancias majoritarias do Oleo
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(CAMPOS et al.,2014). Na familia Annonaceae verificou-se a presenca de dleo
essencial nas folhas e também em outras partes da planta, incluindo cascas e raizes,
conforme demonstrado por Boyom et al., (2011) e Muganza et al., (2012). Esses
trabalhos demonstram que os oOleos das Annonaceae apresentam variagdo dos
constituintes, havendo, no entanto, alguns componentes majoritarios que em diferentes
espécies, também podem variar com as condigdes do ambiente, entre elas a nutricao

mineral.
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Material e Métodos

O experimento foi conduzido no Departamento de Botanica, do
Instituto de Biociéncias, UNESP, Campus de Botucatu/SP, em casa de vegetacao tipo
“Paddy Fan” com controle de temperatura, que foi mantida em 26°C £+ 4°C. As
coordenadas geograficas sao 48°24°35”’ de longitude oeste e 22°49°10°’ de latitude sul,
a 800 m acima do nivel do mar. As mudas de Annona emarginata (Schltdl.) H. Rainer
‘araticum-de-terra-fria’ foram adquiridas no Nucleo de Producdo de mudas de Sao
Bento do Sapucai, da CATI (Coordenadoria de Assisténcia Técnica e Integrada) cidade
de Sdo Bento do Sapucai, SP coordenadas geograficas 45° 44’ 11" longitude oeste e
22° 41" 18" latitude sul a 874m acima do nivel do mar.

As plantas tiveram suas raizes lavadas em agua corrente e foram
transferidas para vasos plasticos com capacidade de seis litros, contendo solucao
nutritiva especifica de cada tratamento, onde foram mantidas durante 4 meses para
uniformizar seu crescimento, antes do inicio das avaliagdes.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com
quatro repeticoes, em esquema fatorial 4x5, ou seja, quatro niveis de nitrogénio,
avaliados em cinco épocas de colheita, 150, 164, 172, 192 e 206 dias ap0s o transplante

(DAT), de modo a cobrir parte do ciclo do vegetal.
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Tabela 1: Tratamentos a que foram submetidas as plantas de A. emarginata cultivadas em solugdo
nutritiva de Hoagland e Arnon n°1, com diferentes niveis de nitrogénio fornecido.

Tratamentos [N] Sais Solugdo estoque Solu¢do nutritiva  Solug@o nutritiva
(gL™h (ml.L™" (mol.L™)
Macronutrientes
(M) KH,PO, 136,08 0,75 0,75mmol.L"!
(M) KNO; 101,10 3,75 3,75mmol.L"!
(M) Ca(NOs), 236,16 3,75 3,75mmol.L"
(M) Mg(SO4).7H,0 246,50 1,50 1,50mmol.L"
Solugdo Micronutrientes
H;BO; 2,86
T1:157,5mg.L " MnCl,.4H,0 1,81 0.75 56.5umol.L"
ZnS0,.7H,0 0,22
CuS0,.5H,0 0,08
H,Mo00,.H,0 0,02
Solugdo de Fe
EDTA Bissédico .
(C1oH1aN,05Na, 2H,0) 26,10 0,75 160pumol.L™!
FeSO,.7H,0O 24,90
Macronutrientes
(M) KH,PO, 136,08 0,75 0,75mmol.L"
(M) KNO; 101,10 2,80 2,80mmol.L"
T2: 118,12 mg.L’ (M) Ca(NO3), 236,16 2,80 2,80mmol.L"
! (M) Mg(S0,).7H,0O 246,50 1,50 1,50mmol.L"
(0,5M) K,SO, 87,13 0,92 0,92mmol.L"
Solugdo Micronutrientes Idem T1
Solugdo de Fe-EDTA Idem T1
Macronutrientes
(M) KH,PO, 136,08 0,75 0,75mmol.L"
(M) KNO; 101,10 1,90 1,90mmol.L"
T3:78,75mg.L" (M) Ca(NO;), 236,16 1,90 1,9 mmol.L"!
(M) Mg(S0,).7H,0O 246,50 1,50 1,50mmol.L"
(0,5M) K,SO, 87,13 1,82 1,82mmol.L"
(0,01M) CaSO, 1,36 6000,00 62, mmol.L"’
Solugdo Micronutrientes Idem T1
Solugdo de Fe-EDTA Idem T1
Macronutrientes
(M) KH,PO, 136,08 0,75 0,75mmol.L"
(M) KNO; 101,10 0,94 0,94mmol.L"
(M) Ca(NO;3), 236,16 0,94 0,94mmol.L"
T4:39,37mg.L" (M) Mg(SO,).7H,0 246,50 1,50 1,50mmol.L"
(0,5M) K,SO, 87,13 2,72 2,72mmol.L"!
(0,01M) CaSO, 1,36 15000,00 166,6mmol L™
Solugdo Micronutrientes Idem T1

Solucdo de Fe-EDTA Idem T1
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As plantas foram cultivadas em solucdo nutritiva n® 1 de
Hoagland e Arnon (1950) contendo 157,5 mg L™ de N e modificada para fornecimento
de niveis de nitrogénio iguais a 118,12; 78,75 e 39,37 mg L! (Tabela 2), onde
permaneceram até as datas de colheita. Dessa forma, as plantas foram cultivadas em
quatro tratamentos T1 composto por 157,5 mg L' N(testemunha); T2 constituido por
118,12 mg L' N; T3 com 78,75 mg L™"; e T4 com 39,37 mg L' N.

Todas as solugdes foram continuamente arejadas, utilizando-se
um soprador rotatorio e renovadas a cada duas semanas (DANTAS et al.,1979). Sempre
que necessario, o volume de solucdo dos vasos foi completado com agua deionizada,
mantendo o volume de 6 L. O controle diario do pH da solu¢do nutritiva sera feito com
a utilizacdo de um medidor de pH e ajustado para 5,5 - 6,5, faixa ideal para o
desenvolvimento da maioria das espécies, de acordo com as preconizagdes de Taiz e
Zeiger (2013). A condutividade elétrica da solugdo foi controlada, com a utilizagdo de
um condutivimetro e mantida entre 1,5 - 2,5 mS cm™’, de acordo com as especificagdes
de Carmello (1992).

Em cada época de colheita foram avaliadas as trocas gasosas,
nitrato redutase, enzimas antioxidantes, peroxidagao lipidica, area foliar, matéria seca
das laminas foliares e total das plantas e a composi¢cdo quimica dos compostos volateis

foliares.

Variaveis avaliadas

Trocas gasosas

As avaliagdes de trocas gasosas foram realizadas utilizando-se
equipamento com sistema aberto portatil de fotossintese com analisador de CO; e vapor
d’agua por radiacao infravermelha (“Infra Red Gas Analyser — IRGA”, modelo LI-
6400, Li-Cor Inc., NE, USA). Tais medidas foram estimadas a partir da diferenca entre
a concentragdo de CO; e vapor d’adgua do ar da referéncia (valor presente na cdmara
sem a folha) e da amostra (valor com a folha presente na camara), obtendo-se as
concentragdes de vapor d’agua e CO, que foram liberadas (transpira¢do — vapor d’agua)

e assimiladas (assimilacao de CO;) pelos estomatos das folhas.
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As avaliacdes de trocas gasosas foram realizadas entre 09:00 e
11:00 horas da manha, nas mesmas €pocas de colheita, selecionando-se uma planta de
cada repetigdo, de cada tratamento, nas quais foram escolhidas e padronizadas as 2* ou
3" folhas, com o limbo completamente expandido. As caracteristicas de trocas gasosas
avaliadas foram: taxa de assimilagdo de CO; (4., pumol CO; m> s'l), taxa de
transpiracdo (E, mmol de vapor d’agua m? s™), condutincia estomatica (g,, mol m™ s™)
e concentracdo interna de CO, na folha (C;, umol CO; mol! de ar). Essas variaveis
foram calculadas pelo programa de analise de dados do equipamento medidor de
fotossintese, que utiliza a equagdo geral de trocas gasosas de Von Caemmerer e
Farquhar (1981). A eficiéncia de uso da agua (EUA, pmol CO, (mmol H,0™M)) foi
determinada por meio da relagdo entre assimilacdo de CO, e taxa de transpiragdo
(4ne/E); ja a eficiéncia instantdnea de carboxilacdo da enzima ribulose 1,5-difosfato
carboxilase (Rubisco) foi calculada pela relagdo da taxa de assimilagdo de CO; e
concentragdo interna de CO, na folha (4,./C;, mol m> s'lPa'l), ambas conforme
descrito por Zhang et al. (2001).

O potencial fotossintético foi avaliado por meio de curvas de
resposta ao CO, (curvas 4,./C;). As avaliagdes foram realizadas no periodo da manha
entre 7 e 11 horas, em folhas totalmente expandidas, sendo utilizadas quatro repeticdes
por concentracdo de nitrogénio, dos 186 aos 189 DAT, sendo avaliada uma repeticao
por tratamento, por dia.

As concentragdes de CO, variaram entre 0 a 2000 pmol mol
de CO,, sendo realizado, primeiramente, decréscimo da concentracdo de CO;,
comecando em 400 umol mol T de CO; e finalizando em 0 pmol mol T de CO,, com
intervalos de 50 pumol mol T de CO,. Em seguida, foi realizado o acréscimo de CO,,
comegando em 400 pmol mol ' de CO, ¢ finalizando em 2000 pmol mol ' de CO,, com
intervalos de 200 umol mol "' de CO,.. Essas concentragdes foram estipuladas devido a
inexisténcia de trabalhos com A. emarginata, que defina a concentragdo de CO;
responsavel pela assimilagdo maxima. As medidas foram realizadas sob irradiincia
saturante de 1,200 pmol m~s! de fotons, de acordo com trabalhos anteriores ainda ndo
publicados, para que as reagdes ndo estivessem limitadas pela luz.

ApOs as avaliagdes, as curvas foram ajustadas conforme modelo
proposto por Sharkey et al. (2007), tendo-se calculado a taxa maxima de carboxilacdo

da Ribulose 1,5-bifosfato (Vemax, pmol CO, m? s™), a taxa de transporte
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fotossintético de elétrons (J, mmol m? s™), o uso de triose fosfato (TPU), a taxa

respiratoria (Rd', pmol CO, m™ s™) e a conduténcia do mesofilo (g, , pmol m? s™).
Atividade da nitrato redutase

Foram retiradas folhas totalmente expandidas, coletadas das 9h
as 11h e acondicionadas em sacos plasticos, embrulhadas em papel aluminio e
colocadas sobre gelo. A seguir, esse material vegetal foi conduzido ao laboratorio para
a determinagao da atividade da nitrato redutase.

Foi utilizado o método proposto por Jaworski (1971), no qual
200 mg de material vegetal (segmento foliares) foram infiltrados a vacuo, em tubos
contendo 10mL de tampao fosfato de potassio 0,1M (pH de 7,0), acrescido de 1% de N-
propanol. A seguir, esses tubos passaram por um periodo de uma hora de incubacdo em
banho-maria a 30°C, no escuro. Apoés esse periodo, foi transferida uma aliquota de ImL
dessa solucdo para tubos de ensaio limpos, aos quais foram acrescentados ImL de
solugdo sulfanilamida (1%) e 1mL de solugdo N-Natftil (0,02%), e, depois, levados para
incubar em banho-maria a 30°C, no escuro, por 15 minutos. Passado esse tempo, foi
realizada a leitura em espectrofotometro com comprimento de onda de 540nm. Foi
utilizada uma solugao de nitrito 10mM para a confec¢ao da curva padrao. Os resultados

foram expressos em nM NO, h™'g” de matéria fresca.
Atividades de enzimas antioxidantes e peroxidacao lipidica

Foram retiradas folhas totalmente expandidas, coletadas das 9h
as 11h e acondicionadas em sacos plasticos, embrulhadas em papel aluminio e
colocadas sobre gelo. A seguir, esse material vegetal foi congelado em nitrogénio
liquido para imediata paralisagdo das reagdes metabolicas. Essas amostras foram
armazenadas em freezer a -20°C, para posterior andlise das enzimas antioxidantes e
peroxidagao lipidica.

O extrato enzimdatico para determinacdo da superoxido
dismutase, peroxidase e catalase foi obtido segundo a metodologia proposta por Kar;
Mishra (1976). Foram utilizados 200mg de massa foliar fresca congelada e macerada

em nitrogénio liquido. A seguir, esse material foi homogeneizado em 4ml de tampao
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fosfato de potassio (0,1M, pH 6,8) gelado e o extrato foi centrifugado a 10000 x g por
10 minutos a 4°C. Os sobrenadantes obtidos foram separados em microtubos e
congelados em freezer a -20°C para posterior avaliacao.

A atividade da enzima superoxido dismutase (SOD, EC
1.15.1.1) foi determinada pela metodologia descrita por Peixoto et al. (1999). A reagao
foi preparada em ambiente sem luz, sendo composta por 50uL de extrato enzimatico e
2950uL de solugdo tampdo fosfato de potassio (50 mmol L', pH 7.8) contendo
metionina (13 mmol L), cloreto de azul de p-nitrotetrazolio (NBT, 75 pmol L)
riboflavina (2 pmol L) e EDTA (100 nmol L), totalizando 3000uL. A reacdo foi
conduzida sob a luz por 5 minutos e a temperatura ambiente. A inibicado da redugao
fotoquimica do NBT foi avaliada em espectrofotometro a 560 nm. O NBT quando
exposto a luz é convertido em formazan por agdo dos radicais superoxido (O, *),
substrato da SOD. Deste modo, quanto maior a absorbancia, maior a concentragdo de
formazan, o que refere maior concentragdo de radicais O, *, indicando menor atividade
da SOD. Uma unidade de SOD (U) ¢ definida como a quantidade de enzima necessaria
para inibir, em 50%, a fotorreducdo do NBT e a atividade especifica da enzima foi
expressa em U mg™ de proteina.

A atividade da enzima peroxidase (PODs, EC 1.11.1.7) foi
determinada pelo método espectrofotométrico proposto por Teisseire e Guy (2000),
sendo utilizado 30uL do extrato enzimatico, 500uL de tampao fosfato de potassio (50
mmol L, pH 6,5), 250uL de pirogalol (1,2,3-benzenotriol, 20 mmol L") e 220uL de
peroxido de hidrogénio (H,O,, 5 mmol L), totalizando 1000uL. A reagio foi mantida
por 5 minutos e a formagdo de purpurogalina foi avaliada em espectrofotometro, cuja
leitura foi realizada a 430 nm. O calculo da atividade especifica da enzima foi feito por
meio do seu coeficiente de extingdo molar (2,5 mmol L™ cm™) e a atividade foi expressa
em pumol de purpurogalina min™ mg'1 de proteina.

A atividade da catalase (CAT, EC 1.11.1.6) foi determinada por
metodologia de Peixoto et al. (1999). Foram utilizados 100uL do extrato enzimatico e
1900pL de solugdo tampdo fosfato de potassio 50 mmol L, pH 7.0, suplementado com
peroxido de hidrogénio (H»0,, 12,5 mmol L), totalizando 2000uL. A reacdo foi
mantida por 80 segundos, com leituras realizadas no inicio e ao seu final em
espectrofotometro a 240 nm para observagdo do decréscimo da absorbancia. O calculo

da sua atividade especifica foi feito utilizando o coeficiente de extingdo molar do H,O,
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(39,4 mmol L' cm™) e a atividade foi expressa em nmol de H,0, consumido min™ mg™
proteina.

A quantificacdo das proteinas soliveis totais do extrato foi
determinada de acordo com metodologia proposta por Bradford (1976). A reagdo foi
composta por 100uL de extrato enzimatico e 5000uL de reativo de Bradford, composto
por Coomassie Brilliant Blue G- 250 0,01% (m/v), etanol 4,7% (m/v) e 4cido fosforico
8,5% (m/v), a qual foi conduzida por 15 minutos, sendo a sua leitura realizada em
espectrofotometro a 595 nm. Para a realizagdo da curva padrdo foi diluida 100 mg de
caseina em 50ml de solu¢do NaOH 0,5 mol L' ¢ o volume foi completado com 4gua
deionizada para 100ml. A partir dessa solugdo montou-se a curva padrdo para a
quantificagdo das proteinas.

A peroxidagdo lipidica foi determinada por metodologia de
Heath e Packer (1968) apud Rama Devi e Prasad (1998). Utilizou-se 200 mg de massa
foliar fresca congelada e macerada em nitrogénio liquido para o preparo do
homogeneizado constituido por 5 ml da solucdo de acido tiobarbittrico (TBA) 0,25% e
acido tricloroacético (TCA) 10%. Esse extrato foi incubado em banho-maria a 90°C por
60 minutos e apds o seu resfriamento foi submetido a centrifugacdo a 10000 x g por 15
minutos a temperatura ambiente (25°C). O sobrenadante foi coletado e as absorbancias
foram obtidas em espectrofotometro a 560 e 600 nm. A diferenca de medidas foi
utilizada para calcular o coeficiente de extingio molar do malondialdeido (155 mmol L

1 . , -1 , .
cm ) e os resultados foram expressos em nmol de malondialdeido g~ de matéria fresca.

Analise de crescimento

As plantas foram separadas em laminas foliares, caules mais
peciolos e raizes. O diametro do caule foi medido com o auxilio de paquimetro digital
(mm). As laminas foliares foram imediatamente submetidas a determinacdo da area
foliar em dm?, com auxilio do integralizador de area foliar LI 3100 da LI-COR. A
seguir, todo o material foi acondicionado em sacos de papel, etiquetado e colocado para
secar em estufa de circulagdo forcada de ar, a 40°C, até obtencdo de matéria seca
constante. Apds a secagem, o material foi pesado em balanga analitica Ohaus tipo
Analytical Standard com sensibilidade de até¢ 0,1 mg para determinagdo da matéria seca

e, apos a pesagem.
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A éarea foliar (AF) foi definida como a somatoria da area de
todas as laminas foliares da planta, em decimetros quadrados.

A matéria seca das laminas foliares (MSF) foi definida como o
peso de todas as folhas da planta, expresso em gramas.

A matéria seca total (MST) correspondeu a soma das matérias
secas de folhas, caules e raizes, em cada época de colheita, expressa em gramas.

Esta razdo de area foliar (RAF) que expressa a area foliar qutil
para fotossintese (BENINCASA, 2003) foi obtida a partir de valores instantaneos
de area foliar (AF), responsavel pela interceptagdo de energia luminosa, € massa

seca total (MST), resultado da fotossintese, segundo a equagio:
RAF (dm? g™ = 4F/, o
A area foliar especifica (AFE) reflete o inverso da espessura da

folha (BENINCASA, 2003) e foi obtida pela razdo entre a area foliar (AF) e a massa
seca de folhas (MSF):

O peso especifico da folha (PEF) reflete a espessura da folha
(BENINCASA, 2003) e foi obtida pelo inverso da area foliar especifica (AFE):

A razdo de massa foliar (RMF) expressa a fracdo de matéria
seca ndo exportada das folhas para o resto da planta. A exportacdo de material da folha
pode ser uma caracteristica genética estando sob influéncia de variaveis
ambientais (BENINCASA, 2003). Esta variavel foi calculada pela relagdo entre massa
seca da folha (MSF) e a massa seca total (MST) da planta.
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A taxa assimilatoria liquida (TAL) expressa a taxa de
fotossintese liquida, em termos de massa seca produzida, em gramas, por decimetro
quadrado de area foliar, por unidade de tempo (BENINCASA, 2003), foi obtida pela

seguinte equacao:

2
(b+2ct).a.edt+et?)
al,e(bl"'cltz)

TAL (g/dm?. dia) =

A taxa de crescimento relativo (TCR) de uma planta ou de
qualquer 6rgao da planta ¢ funcdo de tamanho inicial, isto €, o aumento em gramas, no
caso de massa seca, esta relacionado ao peso de massa seca no instante em que se
inicia o periodo de observagdo (BENINCASA, 2003). Essa taxa foi calculada pela
equagao:

a, b e ¢ sdo constantes e t ¢ o tempo.

e(bt+ct2)

TCR (g/g dla) =d IHT

A distribuicdo de massa seca nos diferentes orgdos reflete a
porcentagem de massa seca de cada 6rgdo em relacdo a massa seca total, nas diferentes

colheitas. Essa varidvel permite inferir a translocag@o organica (BENINCASA, 2003).
Composiciao quimica de volateis foliares

Apds secagem as laminas foliares foram utilizadas para a
extragdo dos volateis nas plantas submetidas aos diferentes tratamentos para
determina¢do de seu perfil quimico no Laboratério de Fitoquimica do Centro de
Genética, Biologia Molecular e Fitoquimica do Instituto Agronomico de Campinas, em
Campinas/SP.

As folhas de Annona emarginata (Schiltdl.) H. Rainer ‘araticum-
de-terra-fria’ foram secas em estufa de aeragdo forgada, a temperatura constante de 40°C
até obtencdo de matéria seca constante. Tal secagem visou impedir a deterioragcdo do
material por meio da reducdo do teor de dgua uma vez que, a desidratacdo atua

diminuindo a atividade das enzimas, o que permite a conservacao da planta por mais
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tempo (SILVA; CASALI, 2000). Além disso, a eliminagdo de agua aumenta o
percentual de principios ativos em relacdo a massa. A captura dos volateis foi realizada
por meio de microextragao em fase sélida em modo headspace (HS-SPME) com: SPME
Fiber Assembly 75 um Carboxen™ — PDMS for Manual Holder-SUPELCO. Para tanto,
250 mg de massa seca de folhas foram acondicionadas em frasco de vidro de 10 ml. A
seguir, 5 ml de dgua destilada foram adicionados e o frasco foi vedado, utilizando-se
tampa de rosca. A solu¢do foi aquecida em banho-maria durante uma hora em
temperatura igual a 90°C. Apos esse periodo e depois do frasco ter sido retirado do
banho-maria, a fibra foi introduzida para a captura dos volateis durante 15 minutos, que
oportunamente foi levada ao CG-EM para sua identifica¢dao dos volateis.

A composicao quimica dos componentes volateis extraidos das
folhas foi determinada por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas
(CG-EM), em equipamento Shimazdu modelo QP-5000 dotado de coluna capilar de
silica fundida DB-5 (30 m x 0,25 mm x 0,25 um) e gés de arraste Hélio (fluxo 1,0 mL
min"). Para a identificagio das substincias, os seus espectros de massas foram
comparados aos do banco de dados do sistema CG-EM (Nist. 62 Libr.), determinando-
se o indice de retencdo calculado (IRC), comparando os mesmos com a literatura

(ADAMS, 2007).

tR — tRp;
— X X subst hid ant X
IRC =100 X N tRhid post — tRhiq ant + 100 X Cupe

N: intervalo entre os hidrocarbonetos (1)

tRsubst: tempo de retencdo da substancia

tRhid ant: tempo de retencao do hidrocarboneto anterior
tRhid post: tempo de retengdo do hidrocarboneto posterior

Cant: numero de carbonos do hidrocarboneto anterior

Analise estatistica

As médias de assimilacdo de CO,, transpira¢do, condutincia
estomatica, concentragdo interna de CO, e eficiéncia de uso da dgua foram expressas em
grafico de barras acompanhadas de seus desvios padrdao, uma vez que nao apresentaram

homogeneidade. A velocidade maxima de carboxilagdo, taxa de transporte de elétrons,
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condutancia do mesofilo, limitacdo do uso pela triose fosfato e taxa de respiragdo foram
submetidas a andlise de variancia e ao teste Tukey, utilizando-se o nivel de 5% de
significancia (ZAR, 2010).

A atividade das enzimas antioxidantes, nitrato redutase e
peroxidacao lipidica foram avaliados segundo o fator colheita por meio de analise de
regressdo e os tratamentos foram submetidas a analise de variancia, sendo suas medias
comparadas pelo teste Tukey ao nivel de 5% de significancia (ZAR, 2010). Entre as
enzimas antioxidantes, os resultados da catalase foram submetidos a transformacao
logaritmica.

Area foliar, didmetro de haste, massa seca de folha, caule, raiz e
total, foram avaliados segundo o fator colheita por meio de andlise de regressdo e os
tratamentos foram submetidas a analise de variancia, sendo suas medias comparadas
pelo teste Tukey ao nivel de 5% de significancia (ZAR, 2010).

Para se proceder a estimativa dos indices fisiologicos razao de
area foliar (RAF), area foliar especifica (AFE), taxa assimilatoria liquida (TAL) e taxa
de crescimento relativo (TCR), distribui¢do de massa seca nos diferentes 6rgaos e razao
de massa foliar (RMF), avaliou-se o fator colheita, ou seja, idade das plantas, por meio
de analise de regressdo e as curvas foram ajustadas segundo a equagdo que representa o
crescimento da A. emarginata, conforme estudos prévios realizados por Baron et
al.,(2013) ( ZAR, 2010).

A composi¢do quimica de volateis foi submetida a anélise de
variancia e as meédias comparadas pelo teste Tukey, segundo especificagdes de Zar
(2010), utilizando-se o nivel de 5% de significancia.

A homogeneidade das variancias foi testada usando-se o teste de
Levene (ZAR, 2010). Todas as andlises estatisticas foram realizadas por meio do

software SAS, Versdo 9.2 (SAS Institute Inc., Cary, NC).
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Resultados

Trocas gasosas

A temperatura ¢ umidade relativas determinadas durante as
avaliagOes de trocas gasosas na casa de vegetacdo estdo apresentados na tabela 2.

As plantas submetidas a 157,5 mg L™ de N apresentaram as
menores taxas de assimilagdo de CO; (Figura 2A), condutancia estomatica (g;) (Figura
2B), taxa transpiratoria (E) (Figura 2C), eficiéncia de carboxilagdo (4,./C;) (Figura 2E)
e eficiéncia do uso da dgua (EUA) (Figura 2D).

As plantas submetidas aos tratamentos contendo 118,12 mg L™ e
78,75 mg L' de N revelaram maior taxas de assimilagio de CO, (Figura 2A),
condutincia estomatica (Figura 2B), transpiragdo (Figura 2C) e eficiéncia de
carboxilagdo (Figura 2E). Menor eficiéncia do uso da dgua foi observada (Figura 2D).

As menores taxa de assimilagdo de CO, (Figura 2A),
condutancia estomatica (Figura 2B), transpiragao (Figura 2C) e eficiéncia de
carboxilagdo da Rubisco (Figuras 2E), foram reveladas pelas plantas cultivadas com

39,37 mg L' deN, que apresentaram melhor eficiéncia do uso da 4dgua (Figura 2D).
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Tabela 2: Temperatura do ar (°C), umidade relativa (%) e densidade de fluxo de fotons
fotossinteticamente ativos (umol m™s™), nas diferentes épocas de colheita.

Dias ands o Densidade de Fluxo de
as ap Temperatura do ar (°C) Umidade Relativa (%) Fotons Fotossinteticamente
transplante . Y]
Ativos (umol m™s™)
150 38,69 £ 0,40 30,68 £ 0,64 879,77 £ 47,68
164 35,43 +1,58 32,50 £ 1,57 1036,05 + 88,04
178 28,19 + 0,63 4391+1,27 773,97 + 65,56
192 32,43 +£0,30 29,09 + 1,53 804,46 = 41,65

206 32,84+ 0,36 37,47 £0,28 759,78 + 63,25
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A velocidade maxima de carboxilagdo (Vem.) (Figuras 3A) e
taxa respiratoria (Rd*) decresceram com a diminui¢do dos niveis de nitrogénio (Figura
3E).

A taxa de transporte de elétrons (J), condutancia do mesofilo
(gm) € limitacdo pelo uso de triose fosfato (TPU) ndo variaram entre os tratamentos

com diferentes niveis de nitrogénio (Figuras 3B, C e D).
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g 12000 B ~100,00
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Niveis de nitrogénio Niveis de nitrogénio
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5 5,00 2,00
0,00 1,00
157,50 118,12 78,75 3937 0.00
; ) ) 157,50 118,12 7875 3937
Niveis de nitrogénio ) . .
Niveis de nitrogénio
200 E Figura 3: Trocas gasosas: (A) — Velocidade

maxima de carboxilag¢do (Vemax); (B) — Taxa
de transporte de elétrons (J); (C)

A
A
5.00 B B Condutancia do mesofilo (g,*); (D) -
4,00 Utilizagdo pela triosefosfato (7PU) e (E) -
3,00 Taxa respiratoria (Rd*) de plantas jovens de
2.00 araticum-de-terra-fria cultivadas em solugdo
' nutritiva  (Hoagland; Arnon, 1950), com

6,00

Rd*(umol m2s1)

1,00 variagdo dos niveis de nitrogénio. Os
0,00 resultados correspondem a médias de quatro

157,50 118,12 78,75 39,37 s~ . .
repeti¢des nas cinco colheitas.

Niveis de nitrogénio
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Atividade da nitrato redutase

A atividade da nitrato redutase foi crescente ao longo do tempo
nas plantas cultivadas com 39,37 e 118,12 mg L™ de N e variou naquelas submetidas a
78,75 ¢ 157,5 mg L de N, onde suas atividades néo diferiram (Figura 4; Tabela 3). No
entanto, cabe ressaltar que as atividade da nitrato redutase das plantas cultivadas com
39,37 mg L' de N apresentou em seu ajuste matematico uma tendéncia crescente,
entretanto, sua atividade foi menor que a das plantas submetidas a 78,75; 118,12 ¢ 157,5

mg L' de N aos 164 ¢ 192 DAT.

® 3937 A 78775 O 118,12
® 1575 = ===-- Linear (39,37) = =— Polindmio (78,75)
Lincar (118,12) sesese Polindmio (157,5)
18000 -
~ 16000 -
&
; 14000 -
2012000 -
=
%N 10000 -
000 -
S 8000
£ 6000 -
a4
Z 4000 -
2000 -
0 T T T T 1
150 164 178 192 206
mg L' de N N X Ep R®
39,37 y=115,3036x + 3334,183 0,35
78,75 y =0,845053x - 72,7329x% + 1566,816x + 5370,065 0,88
118,12 y=151,2395x +6690,662 0,77
157,5 y=0.831516x% - 73,0486x* 1653,294x + 3222,964 0,88
F P
Ep 58,55 <0,0001
N 19,88 <0,0001
Ep*N 8,18 <0,0001

Figura 4: Atividade da enzima Nitrato redutase de plantas jovens de araticum-de-terra-
friacultivada em soluc¢do nutritiva de (Hoagland; Arnon, 1950), com varia¢ao dos niveis
de nitrogénio, (A) regressao entre as colheitas. Os resultados correspondem as medias
de quatro repeti¢cdes nas cinco colheitas.
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Tabela 3: Valores médios da atividade da nitrato redutase de plantas jovens de
araticum-de-terra-fria cultivada em solu¢ao nutritiva de (Hoagland; Arnon, 1950), com
variacao dos niveis de nitrogénio, em diferentes épocas de colheita.

NR (M NO, h'g" MF)

Dias ap6s o transplante mg L ' deN
39,37 78,75 118,12 157,5
150 3480,45 A 5664,89 A 6806,26 A 3220,56 A
164 3603,07C 14189,35A 9182,03B 14342,84 A
178 10664,11 A 12537,88 A 10844,74 A 10484,15 A
192 3425,08 C  4304,40 BC 11619,53 A 5418,61 B
206 11640,7 A 1372090 A 16174,27 A 12752,26 A

Meédias seguidas de mesma letra, nas linhas, ndo diferem significativamente entre si pelo teste Tukey

a 5% de probabilidade.

Atividade das Enzimas antioxidantes e peroxidacao lipidica

A atividade da SOD aumentou aos 192 DAT nas plantas
submetidas aos diferentes niveis de nitrogé€nio, sendo o maior pico revelado pelas
cultivadas com 157,5 mg L' de N quando comparado com as plantas submetidas a
39,37 ¢ 118,12 mg L™ de N e o menor pelas nutridas com 118,12 mg L™ de N quando
comparadas com as nutridas com 78,75 ¢ 157,5 mg L™ de N (Figura 5; Tabela 4).

As plantas tratadas com 39,37; 118,12 e 157,5 mg L' deN
apresentaram curvas com ajustes semelhantes para POD (Figura 6; Tabela 4), com pico
de atividade aos 150 DAT para 157,5 mg L™ de N e aos 192 DAT para as concentragdes
de 39,37 e 118,12 mg L' de N. Ja as plantas cultivadas com 78,75 mg L' de N
apresentaram padrdo decrescente de atividade dessa enzima.

A atividade da catalase manteve-se constante nas plantas
cultivadas com todos os niveis de nitrogénio até o 178 DAT. Maiores atividade foram
observadas aos 192 DAT nas plantas nutridas com 39,37 e 157,5 mg L' de N, onde o
menor nivel apresentou maior atividade que as concentragdes intermediarias 78,75;
118,12 mg L™ de N (Figura 7; Tabela 4).

A peroxidagdo lipidica ndo apresentou variagdo nos diferentes

niveis de nitrogénio (Figura 8; Tabela 4).
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® 3937 A 78775 O 118,12
* 1575 - === Polindmio (39,37) — — Polinémio (78,75)
Polindmio (118,12) +=eess Polindmio (157,5)
14000
T 12000
=
]
3 10000 -
ﬁ'én 8000 -
2
= 6000 -
S
4000 -
2000 -
0 . 7 =
150 164 178 192 206
Dias apés o transplante
mgL ' deN N X Ep R?
39,37 y=-0,39725x*+30,84097x%- 525,698 X+4413,82 0,59
78,75 y=-0,55882x>+44,7962x2-803,322x+5468,265 0,55
118,12 y=-185,686x+14,76268x2-0,20969+3606,036 0,42
157,5 y=-0,49387x*+33,63111x3-336,054x+2052,977 0,72
F P
Ep 110,9 <0,0001
N 3 0,0378
Ep*N 5,44 <0,0001

Figura 5: Atividade da enzima Superoxido dismutase de plantas jovens de araticum-de-
terra-fria cultivada em solucao nutritiva de (Hoagland; Arnon, 1950), com variacao dos
niveis de nitrogénio, (A) regressdo entre as colheitas. Os resultados correspondem as
medias de quatro repeti¢des nas cinco colheitas.
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® 3937 A 7875 O 118,12
118,12 & 1575 157.5
----- Polinémio (39,37) — — Linear (78,75) Polindémio (118,12)
------ Polinémio (157,5)
80
£ °
K= 70
& =
S % 60 -
T 40 -
— o0
g E 30 -
=7
ag 201
€ 10 -
0 T T T T
150 164 178 192 206
Dias ap0s o transplante
mgL'IdeN N X Ep R?
39,37 y=-0,00194x>+ 0,127522x>-1,01008x+19,48482 0,5
78,75 y=-0,32757x + 37,531 0,33
118,12 y=-0,00118x*+0,090781x>-1,60878-0,472 0,45
575 y=-0,0015x* + 0,128452x* - 3,04486 + 45,54821 0,72
F P
Ep 28,81 <0,0001
N 6,02 0,0012
Ep*N 14,21 <0,0001

Figura 6: Atividade da enzima Peroxidase de plantas jovens de araticum-de-terra-fria
cultivada em solucdo nutritiva de (Hoagland; Arnon, 1950), com variagdao dos niveis de
nitrogénio, (A) regressdo entre as colheitas. Os resultados correspondem as medias de
quatro repeti¢des nas cinco colheitas.



45

® 3937 A 7875 O 118,12
* 1575  —m--- Polinémio (39,37) — — Polinémio (78,75)
Polindmio (118,12) s===ss Polinémio (157.5)
25
[ ]

CAT
(nmol de H,0, consumido min"'mg’! proteina)

.._\ .f T T T
150 N treeanibn® 178 192 206

Tm——

Dias apos o transplante

mg L' deN N X Ep R2
39,37 y=-0,00136x* + 0,10649x* - 0,00136x + 4,473679 0,62
78,75 y =-0,00029x% + 0,025099%% - 0,493x + 2,668429 0,43
118,12 y=-0,00028x* + 0,023997x* - 0,51828x + 3,641536 0,55
157,5 y=-0,00092x* + 0,074548x2 - 1,33379 +4,983107 0,69
F P
Ep 35,39 <0,0001
N 9,64 <0,0001
Ep*N 6,15 <0,0001

Figura 7: Atividade da enzima Catalase de plantas jovens de araticum-de-terra-fria
cultivada em solucdo nutritiva de (Hoagland; Arnon, 1950), com variagdao dos niveis de
nitrogénio, (A) regressdo entre as colheitas. Os resultados, com ajuste logaritmico,
correspondem as medias de quatro repeticdes nas cinco colheitas.



46

® 3937 A 78,75 o 118,12
& 1575 = —=--- Polinémio (39,37) — — Polinémio (78,75)
—— Linear (118,12) seseee Polindmio (157,5)
35 ~
5o %y Pe e et i
B TRl | =7 gsen e
5 2° o P —— — - =
g 20 -
on
2 15
E
10 A
=
= 5
0 T T T .
150 164 178 192 206
Dias apds o transplante
mgL' deN N X Ep R?
39,37 y=-0,00059x*+0,055001x% - 1,25731x+ 31,77536 0,69
78,75 y=0,003935x*-0,19166+25,4975 0,51
118,12 NS -
157.5 y =-0,00051x°+ 0,047705x% - 1,141x-1,6 0,46
F P
Ep 35,39 <0,0001
N 9,64 <0,0001
Ep*N 6,15 <0,0001

Figura 8: Atividade da Peroxidacao lipidica (expresso pela formacao de malonaldeido)
de plantas jovens de araticum-de-terra-fria cultivada em solugdo nutritiva de (Hoagland,
Arnon, 1950), com variacao dos niveis de nitrogénio, (A) regressao entre as colheitas.
Os resultados correspondem as medias de quatro repeti¢des nas cinco colheitas.
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Tabela 4: Valores médios da atividade das enzimas superdxido dismutase, catalase e
peroxidase e peroxidacdo de lipidios de plantas jovens de araticum-de-terra-fria
cultivada em solugdo nutritiva de (Hoagland; Arnon, 1950), com variagdo dos niveis de
nitrogénio, em diferentes épocas de colheita.

Dias ap6s o transplante mg L [ deN
39,37 78,75 118,12 157,5
SOD (U mg'] de proteina)
150 4014,64 AB 4872,12 A 3247,84 AB 1537,75 B
164 3605,56 A 3853,01 A 475733 A 4645,64 A
178 27582 A 2251,5 A 322843 A 507747 A
192 8903,61 BC 11732,26 AB 774584 C 12735 A
206 153028 A 222985 A 2320,18 A 14543 A
CAT (nmol de H,O, consumido min’’ mg'1 proteina)
150 3,38A 248 A 3,44 A 4,23 A
164 1,73 A 0,63 A 1LI3 A 1,39 A
178 3,05 A 0,95 A 0,61 A 1,35 A
192 23,17 A 5,2BC 435C 15,19 AB
206 1,38 A 1,93 A 0,7 A 1,47 A
POD (umol de purpurogalina min’’ mg'1 de proteina)
150 15,51 B 32,34 AB 2498 B 46,34 A
164 40,89 A 4434 A 20,35B 20,78 B
178 24,67 A 17,49 A 27,8 A 32,74 A
192 73,86 A 32,08 BC 33,4B 29,57 C
206 17,43 A 15,54 A 15,17 A 14,36 A
MDA (nmol g massa fresca™')

150 31,94 A 2598 A 23,62 A 31L1ISA
164 22,68 A 2221 A 26,42 A 20,35 A
178 27,76 A 24,43 A 27,20 A 28,06 A
192 31,74 A 24,14 A 2527 A 26,47 A
206 30,68 A 27,02 A 25,72 A 26,43 A

Médias seguidas de mesma letra nas linhas ndo diferem significativamente entre si pelo teste Tukey a 5%

de probabilidade.
Massa seca de folha, caule, raiz e total das plantas

As plantas submetidas aos maiores niveis de nitrogénio, 78,75;
118,12 ¢ 157,5 mg L' de N, apresentaram aumento continuo da massa seca de folha,
caule, raiz e total (Figuras 9A, B, C e D; Figura 10 e Tabela 5 ), excecdo feita para a
matéria seca de raiz das plantas submetidas a 78,75 mg L™ de N, que mostraram leve

decréscimo na ultima colheita e para a matéria seca de folha que se manteve constante.
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No nivel de 39,37 mg L™ de N as plantas apresentaram aumento
das massas secas de seus diferentes 6rgdos até 178 DAT, diminuindo a seguir.

Deve ser ressaltada a intensa brotacdo de ramos laterais
desenvolvidos nas bases de peciolos de folhas ainda presentes nas plantas submetidas as
duas maiores concentra¢des de nitrogénio iguais a 118,12 ¢ 157,5 mg L' de N. Nessas
plantas podem ser observados dpices caulinares com ramos laterais e folhas pequenas
que se destacavam facilmente com simples manuseio dos vasos. Também em seus
sistemas radiculares foram observados desenvolvimento de numerosas raizes laterais

(Figuras 9A, B, C e D; Figura 10 e Tabela 5).

Area Foliar

As plantas cultivadas com os dois maiores niveis de nitrogénio e
iguais a 118,12 ¢ 157,5 mg L' de N apresentaram as menores areas foliares, crescentes
até 192 DAT. No maior nivel de N as plantas revelaram menor area foliar (Figura 9E e
(Tabela 5). As plantas submetidas a 78,75 mg L' de N mostram aumento de area foliar
semelhante ao 118,12 mg L' de N, exceto a partir dos 192 DAT e que ela continuou
aumentando. No nivel de 39,37 mg L' de N as plantas apresentaram aumento da area

foliar até os orgaos até 178 DAT, diminuindo a seguir

Didmetro de caule

De maneira geral, as plantas submetidas aos diferentes
tratamentos apresentaram diametro de caule crescente ao logo do tempo, excecao feita
as plantas submetidas ao menor nivel, 39,37 mg L' de N, cujo didmetro diminuiu a
partir dos 178 DAT (Figura 9F). As plantas cultivadas com 118,12 mg L' de N

apresentaram maior didmetro de caule aos 164 DAT (Tabela 5).
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Tabela 5: Valores médios de massa seca folha, massa seca de caule, massa seca de raiz
massa seca total, didmetro de caule e area foliar de plantas jovens de araticum-de-terra-
fria cultivada em solu¢do nutritiva de (Hoagland; Arnon, 1950), com variacdo dos
niveis de nitrogénio.

mgL' de N
39,37 78,75 118,12 157,5
Massa seca foliar (g)

Dias ap6s o transplante

150 1,25A 1,09A 0,63A 0,54 A
164 2,84A 2,61A 2,38A 0,57B
178 2,28 A 2,46 A 1,69A 3,31A
192 3,23A 2,24 A 3,75A 2,96 A
206 2,46 A 2,79A 2,83A 4,42 A
Massa seca de caule (g)
150 1,00 A 0,96 A 0,62A 0,57A
164 466A 1,88BC 2,86AB  0,59C
178 3,88A 3,51A 2,51A 7,09 A
192 469A 331A 412A  4,28A
206 3,04B 6,09 A 6,21 A 9,70 A
Massa seca de raiz (g)
150 0,89 A 0,89 A 0,52 A 0,55A
164 2,88A 1,79AB 2,58A 0,53B
178 2,85A 2,98 A 2,15A 5,86 A
192 3,75A 3,05A 4,64 A 3,78 AB
206 2,21B 2,99AB 4,57AB 5,35A
Massa total (g)
150 3,14 A 2,94 A 1,77 A 1,65A
164 10,39A 6,28B 7,82AB 1,68C
178 9,01A 895A 6,35A 5,86 A
192 11,67A 8,59A 10,33A 11,02A
206 7,71B 11,88 AB 13,61 AB 19,46 A
Diametro do caule ( mm)
150 3,86 A 4,34 A 3,59A 3,37A
164 7,25A 466BC 7,06AB 3,87C
178 6,75A 6,84 A 6,24 A 7,13 A
192 7,49 A 7,51 A 8,48 A 6,98 A
206 6,06 B 7,50AB 8,25A 8,68 A
Area foliar ( mm)

150 1,21A 1,7A 1,38A 0,9A
164 53A 2,948B 3,39B 1,06 B
178 3,7A 5,33A 3,9A 4,77 A
192 523A 3,52 A 5,35A 4,62 A
206 3,58 A 6,29 A 3,97 A 3,37A

Meédias seguidas de mesma letra, nas linhas, nos diferentes niveis de nitrogénio ao nivel de 5%
de probabilidade.



Massa seca foliar {g)

Massa seca de raiz (g)

6,00
5,00
4,00
3,00
2,00
1,00
0,00

Area foliar (dm?2)

¢ 1575 O 11812 A

A 7875 0 3937

~~~~~~~ Polindmio (157,5 = Polindmio (118,12)

— —Polinémio (78,75) ====- Polindmio (39,37)
C
[)
F
g
[)
h-]
1]
9
]
®
@
3

150 164 178 192 206

Dias apds o transplante

¢ 1575 o 1812 c

A 7875 0 393

~~~~~~~ Polindmio (157,5) = Polindmio (118,12)

— —Polindmio (78,75) ===== Polindmio (39,37)

¥
®
2
-
[}
9
]
n
?
]
2
Dias apds o transplante
¢ 1575 O 11812 E
A 7875 o 3937
------- Polindmio (157,5) === Polindmio (118,12
— —Polindmio(78,75) ====- Polinémio (39,37)
E
<
2
-]
m
Ll
[}
T
g
]
]
E
b
a

150 164 178 192 206

Dias apds o transplante

10,00
8,00
6,00
4,00
2,00
0,00

25,00
20,00
15,00
10,00
5,00
0,00

1000
8,00
6,00
4,00
2,00

50

4 1575 o 11812 B
A 7875 0 3937

------- Polindmio (157,5) = Polindmio (118,12)
----- Polindmio (78,75) — = Palindmio (39,37)

Dias apds o transplante

¢ 1575 O 11812 D
A 7875 0 3937
~~~~~~~ Polindmio (157,5) === Polinmio (118,12)

— — PolinGmio (78,75) ====- Polindmio (39,37)

150 164 178 192 206
Dias apds o transplante
¢ 1575 o 11812 F
A 7875 0 3937
------- Polindmio (157,5) === Polindmio (118,12

— —Polindmio (78,75)

----- Polingmio (39,37)

0,00

150 164 178 192

Dias apds o transplante

206

Figura 9: A — Massa seca total (MST); B — Massa seca de raiz (MSR); C — Massa seca
de caule (MSC); D — Massa seca de folha (MSF), E — Area foliar (AF) e F — Didmetro
da haste de plantas jovens de araticum-de-terra-fria cultivada em solu¢do nutritiva
(Hoagland; Arnon, 1950), com variagdo dos niveis de nitrogénio. Os resultados
correspondem a medias de quatro repeti¢cdes nas cinco colheitas. Valores ajustados pela
equacdo exponencial quadratica.
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157,5 mg L™ 118,12 mg L'

Figura 10: Plantas de Annona emarginata cultivadas com 157,5 ¢ 118,12 mg L™ de N,
ao 206 DAT. As setas indicam as brotacdes. Botucatu — SP, 2013, CAMPOS, F. G.
(2013).

Raziao de area foliar, area foliar especifica, peso especifico de folha, taxa

assimilatoria liquida e taxa de crescimento relativo

O peso especifico de folha variou pouco nos diferentes
tratamentos, destacando-se seu aumento aos 192 DAT nas plantas cultivadas com 157,5
mg L de N (Figura 11E).

A taxa assimilatoria liquida e taxa de crescimento relativo
decresceram ao longo do tempo nas plantas submetidas a 39,37; 78,75 ¢ 118,12 mg L™
de N e aumentou naquelas nutridas com 157,5 mg L™ de N (Figuras 11B e D).

A é4rea foliar especifica variou pouco entre os tratamentos,
destacando-se seu aumento aos 192 DAT nas plantas cultivadas com 78,75 mg L de N

(Figura 11C).
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A razdo de 4rea foliar das plantas submetidas a 118,12 mg L™ de
N apresentou leve decréscimo ao longo do tempo, manteve-se constante nas plantas
cultivadas com 39,37 mg L™ de N e revelou maior variagio nas plantas submetidas aos

demais tratamentos (Figura 11A).
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Distribuicio de massa seca

As plantas submetidas a 157,5 mg L' de N apresentaram
acumulo de massa seca nos diferentes 6rgaos e razao de massa foliar (RMF) crescentes,
até 178 DAT (Figura 12D), diminuindo a seguir. O maior acimulo de massa seca foi
verificado em caule e raiz (Figuras 12 B e D). Nos niveis iguais a 78,75 ¢ 118,12 mg L~
! de N as plantas revelaram menor acimulo de massa seca em folha e acréscimo no
caule aos 178 DAT (Figuras 12A e B). As plantas submetidas a 39,37 mg L' de N
apresentaram diminui¢do de massa seca na folha, que se direcionou para a raiz até¢ 178
DAT (Figuras 12A e C). A razdo de massa foliar revela declinio da curva até 178 DAT,

concordando com a distribui¢do de massa seca para raiz nesse periodo (Figura 12D).
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Figura 12: Distribuicdo de massa seca para folhas (A); Distribuicdo de massa seca para
caule (B); Distribuicdo de massa seca para raiz (C) e Razdo de massa foliar (D) de
plantas jovens de araticum-de-terra-fria cultivada em solugdo nutritiva (Hoagland,
Arnon, 1950), com variagdo dos niveis de nitrogénio. Os resultados correspondem a
medias de quatro repetigdes nas cinco colheitas. Valores ajustados pela equagdo
exponencial quadratica.
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Composicao dos volateis foliares

Foram identificadas 48 substancias voldteis nas folhas das
plantas de Annona emarginata submetidas aos diferentes niveis de nitrogénio. Esses
volateis foram agrupados nas categorias. As plantas submetidas aos diferentes
tratamentos apresentaram, em média, 73,44 % de seus volateis como sesquiterpenos e
12,68 % como monoterpenos (Tabela 6).

Foram identificadas 15 substancias volateis com porcentagens
superiores a 1% entre os volateis extraidos das folhas de plantas submetidas aos
diferentes niveis de nitrogénio. Entre elas, cinco substancias majoritarias, equivalentes a
3% ou mais da composi¢do dos volateis, a saber, trans-cariofileno, biciclogermacreno,
y-gurjuneno, a-tujeno e P-elemeno foram verificadas nas plantas cultivadas em todos os
tratamentos, exceto nas submetidas a 78,75 mg L'de N, em que a-humuleno também
foi identificado, em porcentagem > 3% e totalizando seis majoritarios nessas plantas.

Entre as 39 substancias volateis foliares observadas no perfil
quimico das plantas cultivadas com 157,5 mg L' de N (Tabela 4), foram identificadas
cinco como majoritarias, trans-cariofileno (22,63%), biciclogermacreno (17,94%), -
gurjuneno (12,10%), a-tujeno (6,69%) e B-elemeno (4,42%) (Tabela 7).

Quarenta ¢ uma substancias volateis foram identificadas no
perfil quimico foliar das plantas submetidas a 118,12 mg L' de N e trans-cariofileno
(21,17%), biciclogermacreno (17,23%), y-gurjuneno (10,26%), a-tujeno (6,33%) e B-
elemeno (3,89%) se revelaram majoritarias (Tabela 6).

Nas plantas cultivadas com 78,75 mg L' de N, entre as 46
substancias volateis identificadas no perfil quimico foliar, trans-cariofileno (26,41%),
biciclogermacreno (15,40%), 7y-gurjuneno (9,77%), a-tujeno (5,68%), P-elemeno
(3,09%) e a-humuleno (3,11%) foram majoritarias (Tabela 6).

Foram identificadas 46 substancias volateis no perfil quimico
foliar das plantas submetidas a 39,37 mg L' de N, sendo majoritérias, trans-cariofileno
(24,35%), biciclogermacreno (17,04%), y-gurjuneno (11,35%), a-tujeno (6,62%) e B-
elemeno (3,43%) (Tabela 6).
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Tabela 6: Composicdo quimica dos compostos volateis foliares de plantas jovens de
araticum-de-terra-fria cultivada em solugdo nutritiva de (Hoagland; Arnon, 1950), com
variagdo dos niveis de nitrogénio.

Substancias mgL [deN

IRC IRL 39,37 78,75 118,12  157,5
Monoterpenos
heptanal 903 902 0,27 0,18 0,00 0,05
a-tujeno 930 930 6,62 5,68 6,33 6,69
o-pineno 939 939 1,98 2,10 2,46 2,28
canfeno 950 954 0,00 0,00 0,00 0,00
sabineno 974 975 1,39 1,23 1,52 0,18
B-pineno 977 979 0,18 0,24 0,17 0,83
6-metil-5-hepten-2-ona 987 985 0,29 0,28 0,15 0,00
mirceno 991 990 0,80 0,57 0,61 0,28
acetato de hexila 1005 1009 0,37 0,34 0,26 0,09
d-3-careno 1006 1011 0,25 0,20 0,15 0,04
0 -ciImeno 1023 1026 0,44 0,36 0,13 0,02
limoneno 1029 1029 0,53 0,42 0,28 0,00
1,8-cineol 1031 1031 0,00 0,28 0,00 0,00
trans -B-ocimeno 1048 1050 0,04 0,04 0,00 0,00
y-terpineno 1058 1059 0,30 0,22 0,14 0,00
n -nonanal 1104 1100 0,64 0,60 0,50 0,05
terpinen-4-ol 1175 1177 0,09 0,09 0,03 0,00
n -decanal 1204 1201 0,36 0,13 0,00 0,00
Sesquiterpenos

d-elemeno 1336 1338 0,26 0,71 0,373 0,88
o-cubebeno 1349 1348 0,21 0,24 0,31 0,30
ciclosativeno 1366 1371 0,10 0,10 0,05 0,00
longicicleno 1368 1374 0,04 0,02 0,00 0,00
0-copaeno 1375 1376 1,22 2,41 2,00 1,84
-bouboneno 1383 1388 1,22 1,06 1,62 1,45
-cubebeno 1389 1388 0,91 0,74 1,12 1,26
B-elemeno 1391 1390 3,43 3,09 3,89 4,42
cipereno 1398 1398 0,43 0,54 0,62 0,47
cis -cariofileno 1408 1408 0,76 1,27 1,28 0,52
0~ gurjuneno 1410 1409 0,03 0,00 0,00 0,00
trans -cariofileno 1418 1419 24,35 26,41 21,17 22,63
-copaeno 1427 1432 0,52 0,58 0,68 0,56
B-gurjuneno 1434 1433 0,24 0,14 0,24 0,25

aromadendreno 1437 1439 0,93 0,52 0,64 0,77
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o-humuleno 1452 1454 2,44 3,11 2,89 2,37

allo -aromadendreno 1459 1460 0,84 0,81 1,13 1,27
cis -cadina-1 (6), 4 dieno 1461 1463 0,48 0,62 0,53 0,66
cis -muurola-4 (14), 5 dieno 1465 1466 0,07 0,08 0,11 0,00

Y- gurjuneno 1480 1481 11,35 9,77 10,26 12,10

trans -muurola-4-(14), 5 dieno 1492 1493 0,15 0,00 0,25 0,24
biciclogermacreno 1495 1500 17,04 15,40 17,23 17,94

trans -B-guaieno 1499 1502 0,88 0,73 0,75 0,79
germacreno A 1504 1509 2,21 1,14 1,17 1,77
y-cadineno 1512 1513 0,85 0,87 0,79 0,71
d-cadineno 1522 1529 1,17 1,90 1,46 1,32
o-cadineno 1536 1538 0,00 0,03 0,04 0,00
germagreno B 1555 1561 0,15 0,57 0,45 0,34
espatulenol 1575 1578 0,18 0,21 0,25 0,11

oxide de cariofileno 1580 1583 0,24 0,37 0,58 0,34
epi-o-cadinol 1638 1640 0,22 0,14 0,00 0,07
Monoterpeno total 14,54 12,95 12,72 10,52
Sesquiterpeno total 72,91 73,61 71,86 75,37
Total identificado 87,45 86,56 84,58 85,89

ICR = indice de retengdo calculado; IRL = indice de retengao da literatura (ADAMS,
2007).

As concentracdes, ou mesmo a época de detec¢do das
substancias volateis identificadas nos diferentes perfis quimicos variaram entre as
plantas submetidas aos diferentes tratamentos, ao longo de seu desenvolvimento. Dessa
forma, cada componente volatil apresentou-se em maior concentragdo em uma
determinada época de colheita, na dependéncia do nivel de nitrogénio a que as plantas
foram submetidas.

Quando sdo consideradas as diferencas entre as porcentagens de
volateis nas plantas ao longo de seu desenvolvimento, o trans-cariofileno foi
identificado em maior concentragdo nas plantas cultivadas com 78,75 € 39,37 mg L'de
N em relagdo as submetidas a 118,12 mg L'de N, aos 150 DAT (Tabela 6).

Maior concentragdo de biciclogermacreno foi verificada nas
plantas cultivadas com o menor nivel de nitrogénio, 39,37 mg L™ de N aos 164 DAT
(Tabela 7).

y-gurjuneno, aumentou até¢ 178 DAT nas plantas submetidas a
157,5e 118,12 mg L'de N, ndo diferindo entre elas. Nos menores niveis, 39,37 e¢ 78,75
mg L™ de N, os maiores acumulos foram detectados aos 164 e 206 DAT (Tabela 7).
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O volatil a-tujeno apresentou-se em maior concentragdo nas

plantas tratadas com 39,37 e 157,5 mg L™ de N aos 150 DAT (Tabela 7).

Tabela 7: Compostos volateis majoritarios da composi¢do quimica foliar de plantas
jovens de araticum-de-terra-fria cultivada em solu¢do nutritiva de (Hoagland; Arnon,
1950), com variagdo dos niveis de nitrogénio.

Dias apds o transplante
1 150 164 178 192 206
mgL deN -
trans -cariofileno
39,37 38,93aA  24,58abB 21,45abBC 24,74aB  12,05¢C
78,75 4493aA 30,48aB  29,83aB  9,58bC  17,23bC
118,12 26,7bA  28,69aA  15,17bB  24,78aA  10,53cB
157.,5 34,25abA  19,84bB  21,36abB 12,22bC  25,47aB
biciclogermacreno
39,37 9,235bC  27,695aA  17,93aB 15,22bBC 15,145bBC
78,75 6,815bD 16,845bAB 10,69bC 20,38abA  15,76bB
118,12 4,335bC 15,335bB  19,48aAB 24,86aA 22,135aA
157,5 15,075aA 16,065bA  19,60aA 22,12abA 16,825bA
Y- gurjuneno
39,37 1,276D  17,54aA  12,19bB  6,03¢cC  19,73aA
78,75 8,3aAB 11,91bAB  6,44bB 6,12cB  16,09bA
118,12 1,04bC 1,46¢C 21,07aA  13,82bB  13,92bcB
157.,5 2,28abC 2,9¢C 22,55aA  21,53aA 11,27¢B
a-tujeno
39,37 11,88abA 4,44aBC  5,535bBC 3,065dC 8,175aAB
78,75 7,57TbA  6,24aA  6,565bA  6,17bA 1,83bB
118,12 7,745bA 5,15aAB 1,96cB  9,175aA  7,615aA
157,5 12,78aA  3,795aC  10,205aB  4,285cC 2,4bD
-elemeno
39,37 0,98cB  3,89abAB 0,675aB  4,84aA 6,78aA
78,75 3,41bB  2,035bBC 1,045aC 1,72bBC  7,26aA
118,12 7,85aA  0,85bC 0,84aC 4,57aB 5,34aB
157,5 7,625aA  7,555aA 1,37aC 1,096C 4,48aB
a-humuleno
39,37 3,28bA  2,57aAB  2,15aB  2,51aAB  1,69bB
78,75 4,24aA  3,57aA  2,94aAB 1,77aB  3,05aAB
118,12 3,75abA  3,65aA  3,07aAB 2,45aAB  1,54bB
157,5 3,33bA  2,12aB 2,19aB 1,84aB  2,36abB

Letras maitsculas nas linhas compara diferencgas entre épocas de colheita em cada nivel de nitrogénio e
minusculas, nas colunas entre niveis de nitrogénio na época de colheita. Médias seguidas de mesma letra
ndo diferem entre si ao nivel de 5% de probabilidade.
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As plantas submetidas as maiores concentragdes de nitrogénio,
apresentaram maior acimulo de B-elemeno, aos 150 e 164 DAT quando nutridas com
157,5 mg L de N e aos 150 DAT quando nutridas com 118,12 mg L™ de N. Ja as
submetidas as menores concentragoes,78,75 € 39,37 mg L'de N, apresentaram maiores
acumulos aos 192 e 206 DAT (Tabela 7).

O o-humuleno apresentou maior actimulo nas plantas
submetidas a 78,75 mg L' de N, aos 150 DAT, em relagdo as nutridas com 157,5 ¢
39,37 mg L™ de N (Tabela 7).

Tabela 8: Compostos volateis minoritarios (entre 1 e 3%) da composi¢ao quimica foliar
de plantas jovens de araticum-de-terra-fria cultivada em solugdo nutritiva de (Hoagland;
Arnon, 1950), com variacdo dos niveis de nitrogénio.

Dias ap0s o transplante
1 150 164 178 192 206
mgL " deN o -pineno
39,37 3,94aA 1,17bB 1,06aB 1,295¢B 2,435aAB
78,75 2,15aA  2,1abA  1,82aA 2,665aA 1,78abA
118,12 2,96aA  2,68aA 1,86aA 2,395abA 2,415aA
157,5 3,63aA 1,46abA 3,73aA 1,6bcA 0,985bA
d-cadineno
39,37 1,625aA 1,08aB 0,93bB 1,2bAB 1,01bcB
78,75 1,5aBC 1,13aC 1,04bC 2,265aB 3,56aA
118,12 1,465aB 1,39aB  1,98aA 0,96bC 1,50bB
157,5 1,31aB  1,46aB 0,77bB 237aA  0,7cB
cis -cariofileno
39,37 3,57bcA 0,23bB  0aB 0cB 0aB
78,75 5,78aA  0,28bB 0,13aB 0,19bB  0aB
118,12  547abA 0,56aB  0aC  0,35aB  0aC
157,5 1,95cA 0,63aB  0aC 0cC 0aC
germacreno A
39,37 2,13aA  3,8aA 0,08aB 2,52aA 2,51aA
78,75 0,8aB 1,48bcAB 0,72aB  0,65bB  2,06aA
118,12 1,95aA 0,55¢cB 0,37aB 1,14bAB 1,82aA
157,5 1,9aAB 2,405abA 0,67aC 1,17bBC 2,71aA

Letras maitsculas nas linhas compara diferengas entre épocas de colheita em cada nivel de nitrogénio e
minusculas, nas colunas entre niveis de nitrogénio na época de colheita. Médias seguidas de mesma letra
ndo diferem entre si ao nivel de 5% de probabilidade.

Quando sao consideradas as substancias identificadas com

porcentagens entre 1 e 3%, a-pineno revelou maior acimulo aos 150 DAT nas plantas
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submetidas a todos os tratamentos. Germacreno A e d-cadineno apresentaram maiores
acimulos nas plantas cultivadas com 39,37 mg L' de N, respectivamente, aos 164 ¢
206 DAT, revelando-se nessas colheitas majoritarios entre os volateis. Cis-cariofileno
apresentou maior acimulo nas plantas cultivadas com 118,12 e 78,75 mg L™ de N aos

150 DAT, majoritario nessa época (Tabela 8).
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Discussao

A comparacao dos resultados do presente estudo com outros
envolvendo espécies ndo arbustivas ou que nao pertencem a familia Annonceae se deve
ao fato desses trabalhos ndo terem sido identificados na literatura consultada.

As plantas submetidas a 157,5 mg L' de N apresentaram
menor taxa de assimilagdo de CO, e eficiéncia de carboxilagdo, ao longo do
desenvolvimento ( Figura 2A e E). A atividade da nitrato redutase, maior nessas plantas
¢ responsavel pela assimilagdo de nitrogénio (Figura 4 e Tabela 4), o que talvez
explique esses resultados, levando-se em consideragdo a competicao entre a assimilagao
de carbono e a incorporagdo do nitrogénio por NADPH+H™ (STITT et al., 2010). A
queda na atividade dessa enzima aos 192 DAT coincidiu com a inje¢do de CO; para a
determinagdo da curva A4,./C;, demostrando uma vez mais a competicao entre os dois
processos acima referidos e que estdo de acordo com o observado em plantas de
morango (Fragaria x ananassa var Camarosa) expostas ao sol, que revelaram elevadas
concentragdes de nitrato e baixas taxas de assimilagdo de CO,. Nessas plantas foi
identificada correlacdo positiva entre a atividade da nitrato redutase e o aumento da
concentracao de nitrato (TABATABAEI et al., 2008).

Nessas mesmas plantas de anonas submetidas a 157,5 mg L' de
N a condutancia estomatica foi baixa (Figura 2B). Suprimentos elevados de nitrato para
as plantas podem ocasionar aumento da atividade da nitrato redutase, aumentado a
concentracdo de nitrito na célula para niveis toxicos, o que normalmente nao ocorre,
uma vez que, a atividade da nitrito redutase, que converte nitrito em amonio, ¢ muito

maior do que a da nitrato redutase. O acumulo de nitrito induz a nitrato redutase a
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catalisar a sua redu¢do a 6xido nitrico, utilizando NADPH+H como doador de elétrons
(NEILL et al., 2008; ROSALES et al., 2011; MENDEL; KRUSE, 2012). O o6xido
nitrico tem influéncia em diversos processos fisioldgicos das plantas como, por
exemplo, a oclusdo estomatica, o que pode explicar a baixa condutancia estomatica
observada nas plantas cultivadas com o maior nivel de N.

Nessas plantas cultivadas com 157,5 mg L' de N a velocidade
maxima de carboxilacdo (Vemax)( Figura 3A) foi tdo elevada quanto naquelas
cultivadas com 78,75 e 118,12 mg L' de N. Entretanto, ndo houve diferencas entre os
tratamentos para a condutancia do mesofilo (g,) (Figura 3C). Assim, a maior taxa de
assimilagdo liquida observada nas plantas tratadas com 78,75 ¢ 118,12 mg L de N foi
ocasionada pela maior atividade da Rubisco. Porém, no tratamento com 157,5 mg L™ de
N houve uma diminuicdo na taxa de assimilacdo liquida de CO, (Figura 2A),
provavelmente devido a menor condutancia estomatica, como foi explicado
anteriormente.

Diversos trabalhos tém identificado uma relagdo positiva entre a
concentragdo foliar de nitrogénio e a taxa fotossintética liquida, visto que esse elemento
¢ parte integrante dos principais componentes do sistema fotossintético, tais como,
clorofila e ribulose 1,5 bisfosfato carboxilase (Rubisco). Além disso, com deficiéncia de
nitrogénio, a atividade carboxilativa da Rubisco ¢ seriamente reduzida (CRUZ, 2001).

A maior atividade da nitrato redutase nas plantas cultivadas com
78,75 e 118,12 mg L' de N (Figura 4 e Tabela 3), talvez esteja relacionada com a sua
maior massa seca de folha, aumento da RAF, AFE, TAL, TCR (Figura 10A, B, C, D),
e acumulo de massa seca na folha ao se avaliar a distribui¢do da matéria organica
(Figura 12). Viérios estudos demonstram que o aumento na disponibilidade de
nitrogénio estimula o desenvolvimento vegetativo, tendo um maior investimento na
producao de folhas (MAY et al., 2010; RUBIO-WILHELMI et al., 2011). Como
consequéncia, as plantas cultivadas com 118,12 ¢ 157,5 mg L' de N também
apresentaram maior formagdo de raizes e de caules (Figura 9C e B), conforme ja
observado por Krouk et al. (2010), ao avaliar o sistema radicular de Arabidopsis
thaliana. Deve-se ressaltar que caules e raizes sdo 0rgdos que devem ser considerados

em espécies utilizados como porta-enxerto, que ¢ o caso da A. emarginata

(TAKAHASHI, 2008).
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E possivel que o nitrogénio fornecido as plantas cultivadas com
seu nivel igual a 118,12 e 157,5 mg L' de N tenha interferido com a sintese ¢ a
sinalizacdo de hormonios, como a auxina e a citocinina. Essa afirmativa encontra apoio
no conhecimento de que a auxina € responsavel pelo desenvolvimento de raizes laterais
e sua distribuicdo no vegetal ¢ facilitada pelo transportador de nitrato (NRT1.1). No
entanto, essa auxina dependente do transportador ¢ inibida em condi¢des de elevada
disponibilidade de nitrato, levando a seu acimulo na regido de formacdo das raizes
laterais (KROUK et al., 2010; BEECKMAN; FRIML, 2010), o que pode explicar maior
desenvolvimento e acimulo de matéria seca nas raizes (Figura 9B).

O ion nitrato esta relacionado com a formagdo de citocinina,
hormdnio responsavel por alteracdes morfologicas no vegetal, modulando a expressao
dos genes AtIPT3 e AtIPTS, responsaveis pela sintese desse hormonio (TAKEI et
al.,2004; GUTIERREZ, et al., 2013). Nas plantas cultivadas com os maiores niveis de
nitrogénio, 118,12 e 157,5 mg L' de N, a agdo do nitrato talvez explique por agdo na
sintese de citocinina, maior desenvolvimento de ramos laterais ¢ acimulo de matéria
organica em caules (Figura 9C).

As plantas cultivadas com 78,75 e 118,12 mg L' de N
apresentaram elevadas taxas de assimilacdo de CO, e eficiéncia de carboxilagdo, com
elevacdo da atividade da nitrato redutase ao longo do tempo. Esses resultados
concordam com os de Tabatabaei et al (2008), que verificaram elevada taxa de
assimilacdo de carbono e atividade da nitrato redutase em plantas de morango (Fragaria
x ananassa var Camarosa) cultivadas com relagdo 50 NHy4 : 50 NOs. A manutencao da
elevada atividade da nitrato redutase nas plantas de A. emarginata cultivadas com
118,12 mg L™ de N em condi¢des de maiores disponibilidades de injedo de CO, para
a execucdo da curva de carboxilagdo, talvez se justifique pela maior taxa respiratdria
(Rd*) observada nessas plantas (Figura 3E), com maior sintese de NADH+H", ou seja,
doador de elétrons para a reducao do nitrato, conforme afirmam os estudos de Shen et
al.,(1976), Ahmad e Abdin, (1999), Geiger et al.,(1999) e Lemos et al.,(2008).

Essas plantas cultivadas com 78,75 e 39,37 mg L' de N ndo
mantiveram a atividade da nitrato redutase aos 192 DAT, quando os niveis de CO,
foram elevados. Como nessas plantas nao foram identificadas diferengas na taxa de
transporte de elétrons (J) (Figura 3E), a quantidade de NADPH+H" foi a mesma, uma

vez que, essa varidvel ¢ estimada pela quantidade de elétrons requeridos para redugdo
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do NADP" (SHARKEY et al., 2007). Dessa forma, houve direcionamento da coenzima
reduzida, NADPH+H, para a assimilagdo de CO,. As baixas taxas respiratorias nessas
plantas concordam com a afirmativa acima e com a baixa atividade da nitrato redutase
(Figura 3 E). Portanto, o nivel de nitrogénio igual a 78,75 mg L' de N foi suficiente
para a manutencao da taxa se assimilagdo de CO; nas plantas quando comparado ao de
39,37 mg L™ de N.

Nas plantas cultivadas com 78,75 e 118,12 mg L' de N as
elevadas taxas de assimilacdo de CO,, carboxilagdo ¢ atividade da nitrato redutase
resultaram em maior acimulo de matéria seca no caule e raiz. Além disso, o decréscimo
da RMF indica a translocacdo da matéria organica do centro de producdo, ou seja, da
folha para as outras partes do vegetal, ou seja, caules e raizes, que apresentaram maior
desenvolvimento de ramos e raizes laterais. Essas plantas apresentaram crescimento
mais rapido, demostrado pelo declinio da TCR e melhor eficiéncia fotossintética,
revelada pelo declinio da TAL, quando comparadas com as plantas nutridas com 157,5
mg L' de N (Figura 11B e D).

As plantas cultivadas com 39,37 mg L' de N apresentaram
menor taxa de assimilagdo de carbono, condutancia estomatica, transpiragado, eficiéncia
de carboxilagdo, velocidade maxima de carboxilagcdo, respiracdo e menor atividade da
nitrato redutase (Figura 2A, B, C e E; Figura 3A e E; Figura 4 e Tabela 2). Essas plantas
apresentaram eficiéncia fotossintética e adequado crescimento em fun¢do de material
pré-existente, em relacdo as demais, representados pelas inclina¢des das curvas de TAL
e TCR, embora esse menor nivel de nitrogénio tenha resultado em menores massas
secas de folhas, caules e raizes. O investimento dessas plantas em area foliar explica sua
melhor eficiéncia fotossintética e crescimento com base em material pré-existente
(TCR), além do menor acimulo de matéria seca em caules e raizes (Figura 9 e 11).

Nesse contexto também deve ser considerada a atividade das
enzimas antioxidantes em A. emarginata submetidas aos diferentes niveis de nitrogénio.
De maneira geral, as atividades dessas enzimas ndo diferiram entre as plantas
submetidas aos diferentes niveis de nitrogénio, exceto aos 192 DAT, quando as plantas
submetidas a todos os tratamentos apresentaram maior atividade da superdxido
dismutase, catalase e peroxidase (Figura 5, 6 ¢ 7 e Tabela 4), provavelmente devido a

injecdo de CO, e fornecimento de luz saturante para a realizacdo das curvas de
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carboxilagdo. Essas condi¢des devem ter resultado em aumento de espécies reativas de
oxigénio, concordando com o descrito por Foyer e Shigeoka (2011).

Aos 192 DAT as plantas cultivadas com a maior concentragao
de nitrogénio, 157,5 mg L™ apresentaram maior atividade da SOD (Figura 5 ¢ Tabela
3), que de acordo com Apel e Hirt, (2004) ¢ a primeira enzima envolvida na
neutralizagdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) e seu aumento ¢ uma condi¢ao
que pode indicar estresse (SCHMITT et al.,2014). A elevada atividade da SOD ¢
confirmada pela maior atividade da CAT (Figura 5 e 7 e Tabela 4), que neutraliza o
peréxido de hidrogénio resultante da acdo da SOD (RAI et al.,2004; HONG-WETI et
al.,2010).

Segundo Misra e Gupta (2006), a POD, enzima que atua apos a
SOD, apresenta maior atividade quando o nitrogénio ¢ fornecido na forma de nitrato, o
que ndo deve ter ocorrido no presente estudo com A. emarginata, uma vez que a
atividade da POD variou pouco. Apenas as plantas cultivadas com 39,37 mg L™ de N
apresentaram expressiva atividade da POD aos 192 DAT, que pode ter sido resultado
da inje¢do de CO,, fornecimento de nitrato ou outro fator (Figura 5 e Tabela 4).

As alteracdes observadas na atividade das enzimas antioxidantes
aos 192 DAT foram suficientes para evitar a peroxidacao de lipidios, tendo sido
eficientes para neutralizar o estresse causado pela elevacdo do CO,. A concentragdo de
Malonaldeido (MDA) que expressa a peroxidacdo de lipidios ¢ considerada marcador
para estresse nas plantas e seu aumento representa destruicdo da membrana (ANJUM et
al., 2011), o que nao foi verificado no presente estudo (Figura 8 e Tabela 4).

Plantas cultivadas com variagdo de nitrogénio apresentam
alteragdo do perfil quimico dos volateis foliares (Tabela 6) e 48 substancias foram
identificadas nas plantas de A. emarginata cuja presenca e porcentagem variaram
segundo o nivel de nitrogénio. Esses resultados concordam com os verificados por
Veromann et al. (2013) em que variagdo de nitrogénio no cultivo de Brassica napus
resultou em diferentes porcentagens de monoterpenos e sesquiterpenos no estadio de
florescimento.

O aumento da concentracdo de terpenos (Tabela 6), com a
diminui¢do do nivel de nitrogénio no cultivo das plantas de araticum-de-terra-fria pode
ter sido resultado de estresse nas plantas, uma vez que, isoprenos, monoterpenos €

sesquiterpenos, envolvidos na resisténcia a estresse abidticos, reagem rapidamente com
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EROs. A comparagdo desses resultados envolve dificuldades na precisao da
quantificagdo das taxas de emissdo de sesquiterpenos em funcdo da sua elevada
reatividade e sensibilidade a estresses (BAKKALI et al., 2008; VICKERS et al., 2009).

Como em media, 73,44% da composi¢ao dos volateis foliares
sao sesquiterpenos (Tabela 6), tem-se um indicativo de que a principal rota de formagao
dos terpenos na A. emarginata ¢ a do acido mevaldnico (MVA), que ocorre no citosol,
reticulo endoplasmatico, peroxissomos e mitocondria (NAGEGOWDA, 2010).

As plantas cultivadas com 39,37 mg L de N revelaram maior
numero de substancias volateis foliares. Nessas plantas a menor disponibilidade de
nitrogénio deve ter levado a aumento de espécies reativas de oxigénio, conforme
demostram as avalia¢des das enzimas antioxidantes, CAT e POD (Figuras 7 e Tabela 5),
com maiores atividades, indicativas de estresse nessas plantas submetidas a menor nivel
de nitrogénio, nas quais a menor assimila¢do de CO, (Figura 2 A), menor atividade de
nitrato redutase (Figura 4 e Tabela 3) e maior sintese de terpenos (Tabela 6) indica
desequilibrio entre os trés processos metabolicos, dependentes da coenzima
NADPH+H" (BACH et al., 1995; LEMOS et al.,2008; ZHAO et al.,2013 SELMAR;
KLEINWACHTER, 2013; DANI et al.,2014) e avaliada pela taxa de transporte de
elétrons (J) (Figura 3B), em favor da sintese de terpenos, pelas rotas do acido
mevalonico e do fosfato metileritritol.

O cultivo de A. emarginata com variagdo de nitrogénio alterou o
perfil quimico dos terpenos, o niimero de substancias e suas porcentagens nas plantas
(Tabela 6), cujos resultados sdo parcialmente concordantes com aqueles observados no
estudo de Annona salzmannii e de Annona pickelii realizado por Costa et al. (2013), em
que os autores referem na primeira espécie, entre 0s terpenos, quatro substancias
majoritarias, das quais apenas uma nao foi identificada no presente estudo. Na espécie
Annona pickelii os autores referem cinco substincias majoritarias, entre as quais, apenas
duas foram identificadas em A. emarginata cultivada com variacdo de nitrogénio. Os
resultados obtidos em A. emarginata também sdao parcialmente concordantes com
aqueles observados no estudo de Annona emarginata realizado por Campos et al.
(2014). No presente estudo foram identificadas 48 substancias, entre as quais cinco
majoritarias nas plantas submetidas aos diferentes niveis de nitrogénio. No estudo de
Campos et al. (2014), em que as plantas foram cultivadas em substrato fertilizado com

solugdo nutritiva completa sem variagdo de nitrogénio, 11 substincias foram
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identificadas e entre as cinco majoritarias, apenas duas comuns ao presente estudo com
porcentagens totalmente diferentes. Esses resultados indicam que a varia¢do do nivel de
nitrogénio no cultivo da mesma espécie modificou o perfil quimico dos terpenos, o
numero de substancias que definiram esse perfil e suas porcentagens.

Considerando-se as substancias identificadas nas plantas
cultivadas com variacdo de nitrogénio, entre as seis majoritarias, com porcentagens
acima de 3%, trans-cariofileno, biciclogermacreno, y-gurjuneno, a-tujeno, B-elemeno,
a-humuleno (Tabela 8) e outras quatro, verificadas com porcentagens entre 1% e 3%, a-
pineno, germacreno A, d-cadineno e cis-cariofileno (Tabela 9), algumas apresentam
atividades bioldgicas ja reconhecidas na literatura cientifica. 7rans-cariofileno ¢
utilizado como anti-inflamatorio ¢ no tratamento de endometriose (FERNANDES et
al.,2007; ABBAS et al., 2013), sendo precursor do oxido de cariofileno, conhecido pela
sua acdo fungicida (ODA et al., 2011). B-elemeno apresenta acdo anti-glioblastoma,
cancer agressivo do cérebro, (YOA et al.,2008). A-pineno apresenta atividade
bactericida (LEITE et al.,2007), a-humuleno apresenta atividade anti-inflamatéria
(FERNANDES et al.,2007) e od-cadineno ¢ principal precursor das fitoalexinas,
substancias de defesa das plantas contra bactérias e fungos (CHEN et al.,1995).

O biciclogermacreno ¢ precursor do espatulenol (KESZEI et al.,
2010). Embora as duas substancias tenham sido identificas no presente estudo, ndo foi
observado aumento do espatulenol e nem mesmo decréscimo do biciclogermacreno, que
se manteve sempre elevado. Esses resultados concordam com os observados em outros
estudos, envolvendo espécies da familia Annonaceae, que sempre revelam a presenga de
biciclogermacreno, como majoritario (RiOS et al.,2003; VALTER et al.,2008; COSTA
et al., 2009; SIQUERA et al.,2010; COSTA et al.,2013). Deve ser registrado que,
embora nenhuma atividade bioldgica tenha sido identificada na literatura consultada,
sua preseng¢a no 0leo das anonaceas em elevada porcentagem sugere atividade biologica
para a espécie.

Considerando-se o perfil quimico dos volateis foliares nas
plantas submetidas aos diferentes niveis de nitrogénio observa-se que a variacdo desse
nutriente modifica o 6leo essencial foliar de 4. emarginata. Esses resultados concordam
com os verificados por Leal (2001), em plantas de Mentha piperita cultivadas com

variacao dos niveis de nitrogénio.
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Consideracoes finais

As plantas submetidas a 157,5 mg L' de N apresentaram
aumento na TCR, TAL, RAF, AFE, PEF ¢ RMF, demonstrando maior investimento na
producdo de folhas, confirmado pelas menores taxas de assimilagdo de CO,,
condutancia estomatica e eficiéncia de carboxilagdo. No entanto, essas plantas
apresentaram elevadas atividade da nitrato redutase, velocidade méxima de carboxilagao
e taxa respiratoria, indicativos de competicdo entre a assimilagdo de carbono e de
nitrogénio. Embora as atividades das enzimas antioxidantes, CAT e POD tenham sido
elevadas, ndo foi observado maior nimero de terpenos, que ao contrario, foi o mais
baixo, o que deve estar relacionado com a disponibilidade de coenzimas NADPH+H",
requeridas para a sintese de terpenos, assimilacdo de CO, e nitrogénio.

As plantas submetidas a 78,75 e 118,12 mg L' de N
apresentaram decréscimo na TCR e TAL, ou seja, adequado desenvolvimento,
confirmado pelas elevadas taxas de assimilagdo de CO,, condutincia estomatica,
velocidade maxima de carboxilagdo, eficiéncia de carboxilagdao e atividade da nitrato
redutase, resultando em maior acimulo de massa seca de caule e raiz e maior didmetro
de caule. As plantas submetidas a 78,75 mg L de N, da mesma forma que nas
cultivadas com 39,37 mg L' de N, as atividades das enzimas antioxidantes, SOD e
POD, foram mais elevadas, sugerindo estresse, condi¢do confirmada pelo maior nimero
de substancias volateis, entre as quais, terpenos, resultantes das reagdes com as EROS,
ao contrario das plantas nutridas com 118,12 mg L-1 de N, em que a atividade das
enzimas antioxidantes se manteve estavel, ndo indicando estresse, o que foi confirmado

pelo menor numero de substancias volateis encontradas no perfil quimico. Essa
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condicdo, favorece o cultivo das plantas com o nivel de nitrogénio igual a 118,12 mg L™

As plantas cultivadas com 39,37 mg L' de N apresentaram
decréscimo na TCR e TAL, indicando desenvolvimento mais rapido. No entanto, as
baixas taxas de assimilacdo de CO,, condutancia estomatica, velocidade maxima de
carboxilagdo (V.m.x), taxa de respiracdo, eficiéncias de carboxilagdo e atividade da
nitrato redutase resultaram em menor acimulo de matéria seca nos caules e raizes e
menor didmetro de caule. A maior atividade das enzimas antioxidantes, CAT e POD,
sugerem estresse das plantas como resultado do menor nivel de nitrogénio utilizado em
seu cultivo, condi¢do confirmada pelo maior numero de terpenos identificados.

Com base no exposto ¢ na dependéncia do que se espera das
espécies em relacdo a sua produtividade ou producao de volateis foliares, as plantas
podem ser cultivadas com varia¢do do nivel de nitrogénio. Por outro lado, sugere-se o
nivel de 118,12 mg L' de N se o objetivo é a produgdo de mudas para a enxertia, uma
vez que, as plantas apresentaram adequados didmetro de caule e produtividade, ndo

demostrando estresse oxidativo resultante do nivel de nitrogénio utilizado.
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Conclusoes

A atividade da nitrato redutase variou com os diferentes niveis
de nitrogénio a que as plantas foram submetidas. A competi¢do entre a assimilagdo de
CO,, fixacdo de nitrogénio e sintese de terpenos, determinou que plantas com maior
oferta de nitrogénio apresentassem menor produtividade.

A atividade das enzimas antioxidantes evitou a peroxidagdo
lipidica nas plantas submetidas aos diferentes niveis de nitrogénio.

As trocas gasosas, atividade da nitrato redutase e das enzimas
antioxidantes nas plantas cultivadas com niveis intermediérios de nitrogénio garantiram
melhor produtividade.

A variacdo de nitrogénio para o cultivo de 4. emarginata
modifica o perfil quimico de seu 6leo essencial foliar, demonstrando a sua plasticidade.

O aumento do numero de substancias volateis foliares com a

diminui¢do do nivel de nitrogénio sugere estresse das plantas.
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